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Trans-Sialidasen aus Trypanosoma congolense 
Ge qensta ^H der Erfindung 

Die Erfindung betrifft neuartige Enzyme, die Sialinsauren von einem Donormolekul (z. 
B Oligosaccharide. Polysiallnsauren. glykosylierte Proteine. glykosylierte Peptide, gly- 
kosylierte Lipide (z.B. Ganglioside) und andere glykosylierte nieder- und hochmplekula- 
re MolekQle) auf ein AkzeptomiolekQl (z. B. Oligo- und Polysaccharide, glykosylierte 
Proteine glykosylierte Peptide, glykosylierte UpidQ und andere glykosylierte nieder und 
hochmolekulare MolekQle) Qbertragen CTrans-Sialidasen). Die Enzyme wurden aus dem 
Einzeller Trypanosoma congolense isoliert. 

Weiterhin betrifft die Erfindung funktionale Aquivalente dieser Enzyme; die fur diese 
Enzyme und derenfunktionalen Aquivalente kodierenden Nukleinsauresequenzen; Ex- 
pressionskonstrukte und Vektoren. welche diese Sequenzen enthalten; rekombinante 
Mikrodrganismen. welche eine erfindungsgemaBe kodierende Nukleinsauresequenz 
tragen- Verfahren zur.rekombinanten Herstellung erfindungsgemaBer Enzyme; Verfah- 
renzurlsolierungerfindungsgemaBerEnzymeausTiypanoso/nacongo/ense;Verfah- 

ren zur enzymatischen Sialisierung von Akzeptomnolekulen unter VenArendung erfin- 
dungsgemaBer Enzyme; Effektoren der erfindungsgemSBen Trans-Sialidasen; die V6r- 
wendung erfindungsgemaBer Nukleinsauresequenzen. Enzyme. Effektoren oderSialy- 
sierungsproduktezur Herstellung von Impfstoffen. Medikamenten. Nahmngs-oder Nah- 
rungserganzungsmittel; sowie die erfindungsgemaB hergestellten Mittel selbst 

25 ■ 

Hinferarund der Erfindung 

Trans-Sialidasen konnen Sialinsauren. bevorzugt alpha-2.3-gebundene Sialinsauren. 
von einem Donomiolekul auf ein Akzeptomiolekul Qbertragen. wobei wiederum alpha- 
30 2.3^lykosid!sche Bindungen. bevorzugtan einem S-temninalen Galaktoserest. ausge- 
bildet warden. . 

Unter dem Begriff Sialinsauren werden aUe N- und O- Derivate der Neuraminsaure zu- 
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sammengefasst (BHx ef a/., 1957). Die Neuraminsaure (5-Amino-3,5-didesoxy-D- 
gtycero-D-galacto-nonulo-pyranosonsaure) ist ein Aminozucker mit einem RQckgrat aus 
neun Kohlenstoffatomen, der durch die Carboxylgruppe am C-Atom 2 einen stark sau- 
ren pK-Wert von 2,2 erhalt und daher unter physiologischen Bedingungen negativ gela- 

5 den ist. Die unsubstituierte Fomi ist sehr instabil und kommt In der Natur in freier Fomrt 
• nicht vor (Schauer, 1982). Allerdings sind inzwischen mehr als 40 naturiiche Derivate 
der Neuraminsaure bekannt (Schauer und Kamerling, 1997). Die beiden haufigsten in 
der Natur vorkommenden Sialinsauren sind die A/-Acetylneuraminsaure (NeuSAc), der 
Voriaufer aller glykosidisch gebundenen Sialinsauren (Schauer, 1991) und die A/~. 

10 Giykolylneuraminsaure (NeuSGc), die durch Hydroxylierung der Methylgruppe des 
Acetylrestes von CMP-Neu5Ac entsteht (Shaw und Schauer, 1 988), Die Hydroxylgrup- 
pen dieser beiden Sialinsauren konnen durch Acetyl-, LactyK Methyl-, Sulfat- unci 
Phosphatreste in unterschiedlicher Kombination substituiert sein, was zu der groBeipJ* 
strukturellen Vielfalt der Sialinsauren fuhrt (Schauer, 1991; Schauer und Kamerlinaj 

15 1997). ' 

Der groBte Teil der natOrlich vorkommenden Sialinsauren liegt gebunden als Bestand- 
teil von Oligosacchariden, Polysacchariden und insbesondere Glykokonjugaten vp'r 
(Schauer, 1 982). Es sind aber auch schon Polysiaiinsauren aus transgener mikrobieller 

20 Produktion bekannt Sialylierte Glykokonjugate kommen vor allem in der auReren 
Membran der Zellen vor, sind jedoch auch wichtige Bestandteile des Serums und von 
mukosen Schleimen (Traving und Schauer, 1998). Die Sialinsauren schutzen Glykopro- 
teine und Zellen vor dem Angriff durch Proteasen und anderen Enzymen und damit vor 
dem Abbau (Reuter eta/-, 1988). Die sialinsaurehaltigen Schleimhaute des Magen- 

25 Darmtfaktes bilden nicht nur einen wirksamen Schutz vor den Verdauungsenzymen, 
sondern schQtzen die darunter liegenden Gewebe auch vor dem Eindringen pathogener 
Bakterien (Kelm und Schauer, 1997). 

Eine sehr wichtige FunkQon Qben SialtnsSuren bei molekularen und zellularen Erken- 
30. nungsprozessen aus. Dabei maskieren sie Rezeptoren und verhindem so Interaktionen 
zwischen Rezeptoren und Liganden (Schauer, 1985; Kelm und Schauer. 1997). So 
schutzen Sialinsauren z. B. Serumglykoproteine und Erytfirozyten vor Abbau und Pha- 
gozytose, indem sie darunterltegende Galaktosereste maskieren. Werden die endstan- 
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• digen Sialinsauren abgespalten, konnen die subterminalen Gaiaktosereste durch Lekti- 
ne aiif Hepatozyten bzw, Phagozyten gebunden warden und es kommt zur Endozytose 
der Serumproteine bzw.. Erythrozyten: Ein weiteres Beispiel ist der Schutz korpereige- 
ner Gewebe, aber auch vieler hpchsialylierter Tumore vor der Erkennung durch das 
5 . Immunsystem (Pilatte et aL, 1993). Geht die schQtzende Siarinsauireschicht verioren, 
kann es zu.Autoimmunreaktionen kommeri. 

Sialinsauren dienen auch als Erkennungsstellen fur korpereigene Zellen und Hormone 
und spielen so eine wichtige RoIIe bei zellularen Interaktionen (Kelm und Schauer,. 

10 1 997). Bel Entzundungeh etwa expriniieren Endothelzellen auf ihrer Oberflache Selek- 
tine, die.bestimmte sialylierte Strukturen (z. B- Sialyl-Lewis X ) auf Leukozyten erken- 
nen, so dass diese an die Endothelzellen binden und in das Gewebe eindringen konnen 
(Lasky, 1995). AuBerdem wird die Aktlvierung derT-Zellen der humoralen Immunab^ 
wehr durch die Wirkung von Trans-Sialidasen beeinflusst (Gao et al., 2001 ). Sialoadha- 

15 sine (Siglecs) wie das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG) binden ebenfalls>hochr 
spezifisch an sialylierte Glykane (Kelm etaL, 1996; Crocker ef a/., 1998). Das Myelin- 
assoziierte Glykoprotein ist im Nervensystem unteranderem an der Myelinisierung und 
ah . der Regulation des axonalen Wachstums beteiligt. Somit ist es nicht verwunderlich, 
dass jungst festgestellt wurde, dass Trans-Sialidasen durch die Obertragung von Sialiri- 

20 sauren an der Differenzierung von Nervenzellen und Gliazellen beteiligt sind (Chuenko- 
va et al.. 2001). CD'22 ist ein weiterer Sialinsaure-bindender Rezeptor, der auf Lym- 
phozyten vorkommt und das "Zwiegesprach" von T- und B-Lymphozyten ermogficht. Die 
Familie der Siglecs besteht mittlerweise aus uber 10 molekularbiologisch charakterisier- 
ten Vertretern. 

25 ' • • ■ . ■ • ■ ' 

Sialinsauren sind jedoch nicht nur bei korpereigehen Erkennungsprozesseh wichtig, 
sondem stellen auch Rezeptoren fur einige Bakterien^ Viren und Toxtne dar. So erfolgt 
z. B: die Bindung des Tetanus-Toxins an Ganglioside von Nervensynapsen Qber Sialin- 
sauren (Schauer et aL, 1995). Die Sialinsaure-spezifische Adhasion uber mikrobielle 

30 Lektine (Sharon und Us, 1997) ist oft ein kritischer Schritt bei Infektionskrahkheiten, 
etwa bei der durch einige E. coii-Stamme hervorgerufenen Neugeborenen-Meningitis 
Oder bei infektionen der Magenschleimhaut durch Helicobacter pylon. Vbr allem die 
Grippeerreger Influenza A und B Viren docken Qber Sialinsaure an die zu infizierenden 



ZeHeri an (Schaiier. 2000). 

Modifikationen der SialinsSuren, insbesondere die O-Acetylieaing, besifzen eine groBe 
Bedeutung- bei der Regulation der molekuiaren und zellularen Ericennung. (Schaiier, 

5 1 99 1 ). So binden Influenza C-Viren spezifisch an 9-6-acetylierte Sialinsaufen auf Bron- 
chialeprthelien (Henler ef a/., 1985), wahrend die O-Acetylierung eine Bindung von In- 
fluenza und B-Viren verhindert (Higa ef a/.. 1985). Vor allem aber ist die O- 
Acetylierung von Sialinsauren sehr wichtig fur die Morphogenese und Entwicklung yer- 
schiedener Gewebe (Varki ef a/. , 1 991 ). Bei neuroektodermalen Tumoren ist sie ei+»6ht 

10 (Hubl ef al.. 2000; Fahr und Schauer, 2001) und bei Dickdarmkrebs erniedrigt (Corfield 
ef a/., 1999). Sialinsauren sind essentielle Modulatoren des biologischen.Verhaltens 
von Tumoren (Schauer, 2000). 

Fiourenbeschreibunq 

15 . 

Bild 1 zeigteinen Vergleich der von Aminosaureteilsequenzen dererfindungsgemaBen 
Trans-Sialidaseri TS1 und TS2. Identische Aminos§uren In beiden Sequenzen sind 
dunkel markiert. Die Obereinstimmung (Identitat) der beiden Teilsequenzen betragt nur 
etwa50%. 

20 

Bild 2 zeigt die verschiedenen Reaktionsweisen von Sialidase, Sialyltransferasen und 
Trans-^ialidasen 

Bild 3 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequeriz der Sialidase aus Trypanosoma 
25 rangeli (J. r. S), der Trans-Sialidase von Tiypanosoma cruzi (T. or. TS) und der Trans- 

Sialidase von Trypanosoma brucei brucei (T. b. br. TS) mit Teilsequenzen der beiden 
• erfindungsgemSBen Trans-Sialidasen aus Trypanosoma congolense (T. con. TS1 und 

T. con. TS2). Aminosauren, die in alien Sequenzen identisch sind, sind weiB auf dun- 

kelgrauem Hintergrund dargestellt AminosSuren, die in mindestens 4 von den 5 Se- 
30 quenzen tdentisdi sind, sind schwarz auf Dunkelgrau gedrudd, wahrerid Aminosauren, 

die in mindestens 3 der 5 Sequenzen Qbereinstimmen mit helleiem Grau hinterlegtsind. 



Kurze Beschreibuha der Erfindunq 

Aufgabe der voriiegendeh Erfihdung wares, neuartige Mittel bereitzustellen, mit deren 
Hilfe S'lalinsaure-gesteuerte biologische oder patho-biotogische Prozesse beeinflussbar 
5 sind. .". . . 

Obige Aufgabe konhte Qberraschendeiweise gelost werden dutch Bereitstellung neuar- 
tiger Enzyme mit Trans-siaiidase-Aktivitat iind der kodierenden Sequenizen davon aus 
Trypanosoma congolense. ' 

Eih erster Gegenstand der Erfindung betrifft Polynukleotide, welche fur Proteine mit 
Trans-Sialidase-Aktivitat kodieren und aus Trypanosoma congolense isolierbar sind, 
wobei diese Proteine vorzugsweise den Transfer von Sialinsaure von einem. Donor auf 
ein AkzeptonnoiekQI katalysieren. 

15 ■ . . ■ ■ 

Bevorzugte Polynukleotide umfassen wenigstens ^ne NukleinsSuresequenz gemSB. 
SEQ ID NO: 1 oder 3. oder stellen Fragmente davon dar, welche wenigstens 15 zu- 
sammenhangende Nukleotidreste umfassen. Gegenstand der Erfindung sind auch die 
dazu komplementareh Polynukleotide und Fragmente; und die von diesen PolynuWeoti- 

20 den durch Entartung des genetisdien Codes abgeleiteten Nukleotidsequenzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Oligonukleotidei welche mit einem etfin- 
dungsgemafien Polynukleotid, insbesondereunterstringenten Bedingungen, hybridisie- 
ren. 

25 

Gegenstand der Erfindung sind auch Polynukleotide, welche mit einem Oligonukleotid 
gemaB obigef Definition, insbesondere unter stringenten Bedingungen, hybridisieren 
und fOr ein Genprodukt aus Mikrborgaiiismen der Gattung Trypanosoma kodieren. 

30 Gegenstand der Erfindung sind auch Polypept'de, welche von einem Polynukleotid ko- 
diert weixlen, das eine Nukleinsauresequenz gemSR obiger Definition umfasst oder 
welche eine Aminosauresequenz aufweisen, die wenigstens 1 0 zusammenhSrigende 
Aminos§uren gemaB SEQ ID NO: 2 oder4 umfasst sowiefunktiohale Aquivalente da- 



von, welche Trans-Sialidase-Aktivitat besitzen. 



Gegenstand der Erfindung sind insbesondere Trans-Stalidasen oder fiinktionale Aqui- 
valente davon mit Trans-Sialidase-Aktivltat, gekennzeichnet durch eine der fblgenden 
5 Aminosaureteilsequenzeri: ' . . 

TDTVAKYSTDGGRTWkREVIIPNGR (Pos. 1 bis 25 gemaR SEQ ID NO:2) . 
FRIPSLVEIDGVLIATFDTRYLRA^D^SU (Pos. Ibis 30 gemaB SEQ ID NO:4): 

Eine bevorzugte Trans-Sialidase 1 (TS1 j ist durch wenigstens eines der folgenden Cha- 
10 rakteristika gekennzeichnet: . 



Nukleotidteiisequenz 


SEQ ID NO:1 


Amjnosaureteilsequenz 


SEQIDNO:2 V 


Temperaturoptimum 


30-40X 


pH Optimum 


pH 6.5-8.5 


Isoelektrischer Punkt 


pH4-5 


Molekulargewicht nativ 


400-600 kDa 


Molekulargewicht im re- 
diizierenden SDS-page 


90 kDa 



Eine weitere bevorzugte Trans-Sialidase 2 (TS2), ist durch wenigstens eines der fol- 
genden Charakteristika gekennzeichnet: 

15 • 



Nukleotidteiisequenz 


SEQIDNO:3 


Aminbsaureteilsequenz 


SEQ ID NO:4 


Temperaturoptimum 


3a46'C 


pH Optimum 


pH 6:5-8.5 


Isoelektrischer Punkt 


pH 5^ 



Molekulargewicht nativ 


120-180 kDa 


Molekiilargewicht im re- 
duzierenden SDS-page 


QOkba 



Die oben beschriebenen erfindungsgemaBen Polynukleotide und Polypeptide, insbe- 
sondere kodierenden Nukleinsauresequenzen und Aminosauresequenzen sind aus 
dem Organismus Trypanosoma congolense abieitbar. Sie sind aberauch unter Anwen- 
dung synthetischer, insbesondere chemischer, biochemischer, ens^ymatischer, gen- 
technologischer und transgener Methoden zuganglich. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin funktionale Aquivalente erfindungsgemaBer 
Trans-Sialldasen. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Expressionskassetten, umfassend in operati- 
ver Verknupfung mit wenigstens einer regulativen Nukleinsauresequenz eine Nuklein- 
sauresequenz gemaU obiger Definition. Weiterhin umfasst die Erfindung auch rekombi- 
nante Vektoren, enthaltend wenigstens eine dieser Expressionskassetten. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem prokaryotische oder eukaryotische Wirte, 
transformiert mit wenigstens einem Vektor gemaB obiger Definition. 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung einer Expressionskassette, eines Vek- 
tors Oder eines Wirts gemaB obiger Definition zurrekomblnanten Herstellung eines Pro- 
teins niit Trans-Sialidase-Aktivitat 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur enzymatischen Sialisierung eines 
AkzeptormoleKuls, dadurch gekennzeichnet, dass man das AkzeptomnolekQI mit einem 
Sialinsauirereste enthaltenden Donor in Gegenwart einer Trans-Sialidase gemaB obiger 
Definition inkubiert und den sialylierten Akzeptor isoliert 

Derartige Verfahren sind durch wenigsten eine weitere der folgenden Eigenschaften 
charakterisiert 



.C^ ' ■ ' • • ' . • 
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* * . • * * ' * 

; ■ • " *• . : • ' ' ' * . 8 ■ • ■* ' 

a) der Donor ist aiisgewahlt unter an Oligosaccharide^ Polysaccharide, Polysiaiinsau- 
ren, Glykoproteine und Glykoiipide gebundene Siaiinsauren, wie insbesondere Lactofer- . 

^ rine, glykolisierte K/lolkenproteine und Caseine und Fragmente davpn; 

b) der Akzeptor ist ausgewahit unter B-Galaktose. enthaltenden Pblymeren, wie B- 
;^ 5 Galaktooligosacchariden, Laktitol, Laktobionsaure, IVIethyl-R-.lactosid. Acetyllaktosami- 

nen, Galaktopyranosiden,Trans-GaIaktooligosacchariden, Polygalaktose und anderen. 
Glykokonjugaiten mit endstandig gebundener p(1-3) oder p(1-4)-Ga!akt9se; oder Galak- 
.tose. ' 

•10 Ein weiterer Aspekt der voriiegenden Erfindung betrifft die Verwendung einer erfin- 
dungsgemaSen Trans-Sialidase, einer dafur kodierenden Nukleinsauresequenz oder 
etnes erfindungsgemaB hei^esteitten Sialisierungsprodukts zur Herstellung eines Medi- 
kaments, Nahrungsmittels oder Nahrungserganzungsmittels oder einer Nahrungsmittel- 
zusatzes zur Pravention oder Behandlung Sialinsaure-gesteuerter parasitarer, bakteriel- 
15 ler Oder viralerlnfeklionen; zur Behandlung von Tumorerkrankungen; zur Behandlung 
von Erkrahkungen. welche mit einer Entwicklungsstomng des Gewebes assoziiert sind; 
zur Behandlung von Erkrankungen des Immunsystems; zur Behandlung von Autoim- 
munreaktionen; zur Behandlung von Erkrankungen mit gestorter Zellkommunikatipn; 
und/oder zur Behandlung von Entzundungen. 

20 . 

• Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung einer erfindungsgemaBen 
Trans-Sialidase gemaB obiger Definiton, zur Entwicklung eines Trypanosomiasis- 
Impfstoffs Oder zur Entwicklung von Enzyminhibitoren zur Behandlung oder Pravention 
vori Trypanosoma-lnfektiorien. . 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Venyendung einer Trans-Sialidase, einer dafur ko- 
dierenden Nukieinsauresequenz Oder eines eriindungsgemaB hergesteilten sialylierten 
Produkts zur Herstellung eines Medikaments; Nahrungserganzungsmittels oder Nah- 
rungsmittels zurn Schutz korpereigener Zelien oder Gewebe oder Glykoproteine vor 
30. enzymatischer Einwirkung. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Venvendung einer Trans-Sialidase, einer 
dafur kodierenden Nukleinsauresequenz oder eines erfindungsgemaB hergesteilten 



sialylierten Produkts zur Herstellung eines Medikaments, Nahrungserganzungsmittetls 
Oder Nahrungsmittels zu Beeinflussung der Entwicklung und/oder Morphogehese. von 
Korpergeweben. ... 

5 " Weiterhin betiifft die Erfindung Effektoren der Trans^ialidase-Aktivitat einer Trarts- 
Sialidase. ausgewahit unter . 

a) Polypeptid-Liganden, welche mit einer Trans-Sialidase gema&. obiger Definitipn 
wechselwirken; 

b) niedermolekularen Effektoren, welche die biologische Aktivitat einer Trans-Sialidase 
10 gemaR obiger Diefinition modulieren; und 

c) Antisense-Nukleinsauresequenzen zu einer Nukleinsauresequenz gemaB obiger De- 
finition. 

*• 

Weiterhin betrifft die Erfindung die VenAfendung eines solchen Effektors zur Herstellung 
1 5 eines Medikaments, Nahrungserganzungsmittels oder Nahrungsmittels zur Behandlung 
Oder Prevention von mit Trans-Sialidase-Aktivitat asso:dierten Erkrankungen. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Isolierurig eines Enzyms mit 
Trans-Sialidase-Aykfivitat, wobei man ^ 
20 a) 77ypanoso/77a ao/7go/ense in einem Medium kultiviert,und 

b) das gewunschte Produkt aus dem Kulturuberstand durch lonenaustauschchroma- 
fographie mit Hilfe eines Salzgradienten, gegebenenfalls gefolgt von Isoelektrischer Fo- 
kussierung, Gelfiltration/Afifinitatschromatographie und/oder Proteinfallung, isoliert. 

25 SchlieBlich betifft die Erfindung pharmazeutisches oder gentherapeutisches Mrttel, ent- 
haitend in einem pharmazeutisch odergentherapeutisch vertraglichenTragerwenigsten 
einen Effektor gemaB obiger Definition 



30. Detaiilierte Beschreibuna der Erfindung 
i) Bedeutung der Erfindung 



10 

Die Bedeutung der voriiegenden Erfindung ergibt sich aus der mit dieser Erfindung nun 
. moglichen Beeinflussung der Sialinsaure^esteuerten parasitaren, bakteriellen und vira- 
len I nfektionsmechanismen.Kder Beeinflussung der Zelikommunikation und des ImmUn- 
systerhs und der Veranderung der Regulations- und Entvwcklungsmechnismen mensch- 
5 ' licher und tierischer Gewebe sowie von Tumoren, Dies wird durch die gezielte Obertra- 
gung von Sialinsauren auf biologisdi relevante Glykbstrukturen (Glykane, Glykanderiva- 
te und Glykokonjugate) mittels der hierin beschriebenen Trans-Siaiidasen erreicht. 

Aus der Obertragung der Sialinsauren auf ausgewahlte Tragerstrukturen ergeben sich 

10 beispielsweise Produkte zur Verandeaing von Entzundungsreaktionen, Veranderung 
zeliularer Interaktionen im menschlichen und tierischen Korper, Schutz korpereigener 
Gev\^ebe vor Angriffen des eigenen' Imrnunsystems (Autoimmunreaktionen), „Enttar- 
nung" von Krebszellen im Korper eines Patienten, damit sie vom kOrpereigenen Im- 
munsystem wieder bekampft werden (Krebstherapie und Krebspravention), Bekanrip- 

15 fung des Eindringens pathogener Bakterien in den menschlichen und tierischen Korper, 
Pravention und Bekampfung von viralen Infektionen, Bekampfung von Infektionen der 
^. Magenschleimhaut durch Helicobacter pylon, Bekampfung der durch Bakterien und Vi- 
ren hervorgerufenen Neugeborenen-Meningitis, Preventive und therapeutische Beein- 
flussung von Rezeptoren von eukaryontischen und prokaryontischen pathogenen Orga- 

20 nismen, Bakterien, Viren und Toxinen zur Vermeidung derer Wirkungsentfaltung im 
menschlichen und tierischen Korper, Inhibition der Bindung des Cholera-Toxins an 
menschliche und tierische Schleimhaute des Verdauungstraktes, Entwicklung eines 
Impfstoffes gegen Trypanosomiasis, Entwicklung von Enzyminhibitoren zur Bekamp- 
fung (Therapie) von Trypanosoma Infektionen, Beeinflussung rriolekularer und zeliularer 

25 . Erkennungsprozesse im menschlichen und tierischen Korper, Schutz von Glykoprotei- 
nen und Zellen vor dem AngrifF durch Proteasen und andere Enzyme, unter anderem 
auch 2um Schutz des Abbaus der Mplekule durch Enzyme des menschlichen und tieri- 
schen Verdauungstraktes,: Beeinflussung der Entwicklung von Korpergeweben und Be- 
einflussung der Morphogenese von Korpergeweben. 

Die ertindungsgemaBen Trans-^ialidasen sind durch folgende DNS- und Aminosaure- 
Teiisequenzen sowie durch andere DNS-Sequenze-Homologe. z.B. mit einer mehr als 
60 prozent;gen Obereinstimmung (Identitat) zu diesen Teilsequenzen, charakterisiert 



ii) Sequenzangaben zu bevorzugten Trans-Sialidasen 

(1) Informationen fur die Sequenz des Enzyms TS1 : 

Merkmale der DNS der Teilsequenz von TS1 : 

Lange: 1491 Basenpaare 

Typ: NukleinsSure 

Strangform: doppelt 

Urspning: Trypanosoma congolense 

DNS Teilsequenz des Enzyms TS1 (SEQ ID NO: 1): 

5"ACCGACACCGTTGCTAAATACAGCACTGACGGTGGGAGAACGTGGAAGAG(3GA 

GGTTATAATTCGGAATGGTCGTGTGGATGCCCACTACTCCCGCGTCGTTGATCCCA 

CTGTTGTTGCGAAGGGTAATAACATTTATGTTCTCGTTGGGCGGTACAATGTCACG 

GGGGGCTACTGGCACAATAGGAACAACAAGGCTGGCATAGCCGATTGGGAGCCC 

TTCGTGTACAAGGGCACGGTGAACGTGGGCACGAAGGGCAATGCCACTGATGTGT 

CGATCAGCTGGGAGAGGACTGCACTGAAGTCGCTGTACAACTTCCCGGTTTCGGG 

AAGCCCTGGCACGCAGTTCCTTGGAGGGGCTGGGGGTGGTGTTGTAAGATCCAA 

CGGGACGATTGTGCTGCCAGTGCAGGCAAGGAACAAGGCCAACCGTGTTGTGAG 

CATGATCCTGTACTCGGCTGACGATGGAAAGTCATGGCACTTTGGGAAGGGTGAG 

GCCGGTGTAGGCACGTCGGAGGCTGCCCTCACTGAGTGGGACGGCAAGCTGCTG 

ATTAGTGCACGATCCGATGGTGGACAGGGCTACGGCATGATATTCGAATCGAGTG 

AGCTTGGTGpGACGTGGAAAGAGATGCTCAACAGCATCTCCCGCGTGATTGGCAA 

CTCTCCGGGTCGCAGTGGTCCTGGCAGCTCGAGTGGCTTCATCACGGTGACAGTG 

GAGGGtGTGCCTGTGATGCTGATTACCCACCCGAAGAACCTTAAGGGCTCGTATT 

ATCGGGACCGTCTGCAGCTGTGGATGACGGACGGCAATCGTATGTGGCATGTCG 

GGCAGGTCTCTGAGGGCGACGATAACAGCGCTTACAGCTCCCTGCTGTACACTCC 

GGACGGGGTCCTGTAOTGCTTGCATGAGCAGAACATTGATGAGGTGiTACAGCCTC 

CACeTTGTGCGCCTTGTGGACGAGCTGAAAAGCATtAAATGAACGGCTCTGGTGT 

GGAAGGCACAGGACGAGCTTCTCCTGGGCAACTGCCTCCCGGGCGATAAATACG 

ATCCCGGGTGTGACGGCATCCGCACCGCTGGGCTtGCCGGGCTGCTGGTAGGAC 

CCGTGAGGGAGAAGACGTGGCCGGACGCGTATCGGTGGGTGAAGGGTGCAACCA 
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GCGGCGCTGTGAGCACTGCTGAAGGCGTGCGGCtGGACGTGGGTGGCGGTGGC 
CATGTrGTGTGGCCCGTGAGTGAGCAGGGGCAGGACCAGCGGTATTACTTTACCA 
ACAGCGAGTTCACGCTCGCCGTCACGGTGCGGTTTGACGAGATGCCACGGGGGG 
AGCTCCCGTTGeTGGGGTTTGTGAACCGCAAAGGGAAiSGTGAAGAAGATACTGAA 
5 GGTGTCGCTGAGCGGGGTGGAGTGGCTCCTGGCATACGGGAATC3AGTACAACAG 
CACAGCCGCTGAGCCGCTGGACGTGAACGAGAGCCACCAGGTGGTGCTAGCSCT 
TCAGGACGGGATCGTCtCC 3V 

Aminosaureteilsequenz des Enzyms TS1 (SEQ ID NO: 2): 

10 TDTVAKYSTDGGRTWKREVllPNGRVDAHYSRWDPTVVAKGNNIYVLVGRYNVTRGY 
WHNRNNKAGIADWEPFVYKGTVNVGTKGNATDVSISWERTALKSLYNFPVSGSPGTQ 
FLGGAGGGWTSNGTIVLPVQARNKANRWSMILYSADDGKSWHFGKGEAGVGTSEA 
ALTEWDGKLUSARSDGGQGYRMIFESSDLGATWKEMLNSiSRVIGNSPGRSGPGSSS 
GFITXm/EGWVMLITHPKNLKGSYYRDRLQLWIVn'DGNRMWHVGQVSEGDDNSAYS 

15 SLLYTPDGVLYCLHEQNIDEVYSLHLVRLVDELKSIKSTALVWKAQDELLLGNCLPGDK 
YDPGCDGIPTAGLAGLLVGPLTEKTWPDAYRCVNAATSGAVSTAEGVRLDVGGGGHV 
WVPVSEQGQDQRYYn-NSEFTLAVn/RFDEMPRGELPLLGFVNRKGKVKKILKVSLS 
GVEWLLAYGNEYNSTAAEPLDVNESHQWLALHDGIVS 

20 ■ ■ . • 

(2) Informationen for die Sequenz des Enzyms TS2: 

MerkmalederDNS derTei!sequenzvonTS2: Lange: 831 Basenpaare 
Typ: Nukleinsaure . . 
25 Strangform: doppeit 

Ursprung: Trypanosoma congolense 

DNS Teilsequenz des Enzyms TS2 (SEQ ID NO: 3): 

S'TTCCGAATTCCCTCACTTGTTGAGATAGACGGCGTGCTTATCGCGACATTCGATA 
30 CACGTTATGTTCGCGCTTCCGACAGCAGTCTCATAGAGACAGCTATGAAATACAGT 
GCCGATCAGGGGAAGACGTGGAAAACTGAAATCATAATAAi«yW\^TGCTAGACTAAC 
TGATAACTTTTGCCGCGiTCGTTGATCCAAGGGTTGTTGTTAAGGGTGATAAGTTGT 
TTATTTTTGTTGGGAGGTACAACACCTCATCTGCCCCATGGGtCTG<3CAGG^^ 
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GGTAAAGACTGGGATGTACTGTTGTACAAGGCCAAGGTGAGGAAGGAATCAGCGG 
GTGGGGTACCATCAGTGAGCTTTACATGGGACGAACCCCTATACCTGAAGCATCT. 
GCTCACCTCTGTCGGTAAAATAGACGGCAGGTCCCtCATACAATACATTGGTGGC 
GTTGGAAATGGTATTGTAACACCGAMGGTACTAtCGTGTTTCCAGTTCAGGTTTT 
5 A/UCACCAACAAATCCGTCATGAACATGCTTCTGTATTCAAGTAACGACGGAAAAA 
CCTGGGAGTTCAGCAAAACTTCCACACCCGCGGGCACAACTGAGGCCTCCCTTGT 

ttggtgggatggacaactacttctcacaagcagaacaactccggatgtcggcagc 
ggcaaagtatatttaacaagcgacctcggaacttcatggaatgaagcgatcggaag 
tatctctcgtgtaattggtMctcgcggtAccgtaacgatcctggggggtcaggt 
10 agctcaattgccataactgtggagggagtaccggtgatgctgattacccacccg3' . 

Aminosaureteilsequenz des Enzyms TS2 (SEQ ID NO: 4): 

FRIPSLVEIDGVLIATFDTRYLRASDSSLIDTAMKYSADQGKnWKTrEIIIKNARLTDNFSR 
WDPTVWKGDNLFIFVGRYhrrSSAPWVAA^QENGKDWDVLLYKAKVRKESAGGyPSV 
15 SFTWDEPLYLKHLLTSVGKIDGRSLIQYIGGVGNGIVTPKGTIVFPVQVLNTNKSVMNM 
LLYSSNDGKTWEFSKTSTPAGTTEASLXA/WVDGQLLLTSRTTPDVGSRKNA'LTSDLGt 
SWNEAIGSISRVIGNSRYRNDPGGSGSSIAITVEGVPVMLITHP 

Die Teilsequenzen der Aminosauren von Enzym TS1 und Esvzfnx TS2 haben eine. 0- 
20 bereinstimmung (Identiat) von nur ca. 50%. Die Teilsequenzen charakterisieren daher 
eindeutig zwei verschiedene Stbffe (siehe Bild 1). 

. iii) Beschreibung der Eigenschaften der neu gefundenen Enzyme TS1 und TS2 
25 a) Physikalisch/chemische Eigenschaften der Stoffe 



Tabelie 1: Basisdaten der beiden Trans-Siajidasen TS1 und TS2 



Eigenschaften 


TS1 . 


TS2 


Temperaturoptimum 


3(M0°C 


30-40°C 


pH Optimum 


pH 6.5-8.5 


pH 6.5-8.5 . 


Isoeiektrischer Punkt 


pH 4-5 


pH5-6 


Molekuiargewicht nativ 


400^00 kDa . 


120-180 kDa 
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Molekulargewlcht im re- 
duzierenden SDS-page 


90 kDa 


90 kDa 


Salzeinfluss 


1M KCl und NaCl reduziert die Aktivitat beider Enzyme um 

50%, Entsalzung stellt Enzymaktivitat wfeder her 


Einfluss von Metallionen 


20 mM Ca^^ Mg^^. Mrt^"^- kein Einfluss 

5 mM Cu^*, Zn^*, Fe^*,Co^*: wenig Einfluss 


Einfluss von putativen 
Inhibitoren 


1 0 mM A/-(4-Nitrophenyl)oxamsaure: wenig Inhibition 

10 mM W-acetyl"2,3-didehydr-2-deoxyneuraminsaure: wenig 

Inhibition. 



b) Biologische Eigenschaften der Stoffe 



Die belden hier beanspnichten Stoffe sind zwei Enzyme, die Sialinsauren von eihem 
5 DonomnoIekOI auf ein Akzeptormolekul ubertragen. 

Als Donorenfungieren bei beiden Enzymen an Glykane, z. B. an Oligosaccharide, Po- 
lysaccharide, Polysialinsauren, Glykoproteine und Glykolipkie, gebundene Sialinsauren. 
Unter den Glykoproteinen sind Insbesondere Lactoferrine (aus Mensch, Kuh, Ziege, 

10 Schaf, Pferd, Kamel und anderen Tieren), glykolisierte Molkenproteine (aus Mensch, 
Kuh, Ziege, Schaf, Pferd, Kamel und anderen Tieren) und Caseine (aus Mensch, Kuh, 
Ziege, Schaf, Pferd, Kamel und anderen Tieren) sowie andere glykolisierte Proteine 
humanen, tierischen und pflanzlichen Ursprungs sowie Teilen davon, wie z. B. Teilstu- 
cke aus Caseinen (aus Mensch, Kuh, Ziege, Schaf, Pferd, Kamel und anderen Tieren) 

15 . wie beispieisweise das Glykornakropeptid aus den Caseinen dieser Tiere gute Donoren 
fQr Sialinsauren, die von den Enzymen ubertragen werden konnen. Ganglioside konnen 
ebenfalls als Donoren eiiigesetzt werden. 

Beide Trans-Sialidasen haben eine gute Akzeptorspezifitat fQr Galaktooiigosacdiaride, 
20 insbesondere fur beta-Galakto-^iigosa(x;haride. wie z. B. VMnal GOS von der Firma . 
Borculo bomo Ingredients (BDI) und Oligomate 55 won der Firma YeJailt. AuBerd^m 
kOnnen Lai^ol. LaktobionsSure, Methyl-B-larfosid, Acetyllaktosamine, Galaktbpyrarto- 
side, Trans-Galaktooligosaccharide, Polygalaktosen und andere Glykokonjugate mil 
endstandig gebundener B(i -3) oder B(1-4)-GaIaktose als Akzeptpren fungieren. Eine 
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Methylienjng des Galaktoserestes fuhrtzu einer Verminderung der Akzeptorfunktibn. 
Die Methyliemng eines Glukoserestes (z, B, bei der Laktose) hat einen geringen Ein- 
fluss auf die AkzeptorfunkHon. Das Monosaccharid Galaktose dient ebenfalis als Akzep- 
tor, wenn auch mit geringerer Spezifitat. 

. Das Enzym TS1 zeigt eine etwa doppelt so effiziente Obertragung der Sialinsauren.auf 
die entsprechenden Mzeptoren wie das Enzym TS2.. Die.Substrate konnen ffei, d.h- 
idsiich, Oder auch Zellmembran-gebunden sein. 

10 Die Obertragung von alpha-2,3-gebundenen endstandigen Sialinsauren auf beta-1 ,4- 
gebundene endslandige Galaktosereste ist auch von den Trans-Sialidasen von Type- 
nosoma cruzi (Schenknnan et aL ,1991; Vandekerckhove ef a/.. 1992; Scudder et ai, 
1993) und Trypanosoma dh/ce/ (Engstleref a/., 1992, 1993, 1995) bekannt Aufgoind 
unterschiedlicher DNS- und Aminosauresequenzen unterscheiden sich TSIund; TS2 

15 jedoch von den bereits bekannten Enzymen. TS1 und TS2 sind damit eindeutig als 
neue Stoffe (Trans-Sialidasen) charakterisiert. Zur weiteren Abgrenzung siehe den 
nachsten Absatz. 

iv) Abgrenzung der Erfindung zu anderen Trans-Sialidasen, Sialidasen und. Sia- 
20 lyltransferasen . . 

Das erste Mai beschrieben wurde ein Enzym „Trans-Sialidase'* in der amerikanischen 
Trypanosomenart Trypanosoma cruz (Sohenkmann et aL, 1 991 ), Wenig spater konnte 
das Enzym ebenfalis in den afrikanischen Arten Trypanosoma brucei gambiense. Try- 

25 panosoma brucei rhodesrertse und Trypanosoma bmcei brucei nachgewiesen werden 
(Engstleretal,. 1993, Pontes deCan/alhoetal., 1993, Engstleret al., 1995). Weiterhin 
\Afurde Trans-Sialidase in Endotrypanum Men (Parasiten, die das Faultier befallen) 
(Medina-Acosta et al., 1994), in Cdrynebacterium diphfheriae (Mattos-Guaraldi et al., 
1998) und im menschlichen Plasma (Tertov et ah 2001) detektiert. Bereits lange vor 

30 den Nachweis der Trans-Sialidasen waren die sogenannten Sialidasen bekannt Dies 
sind Glykohydrolaisen, die Sialinsauren von einem DonormolekQI ausschijeBlich auf 
Wasser ubertragen, die Sialinsauren also von Oiigosacchariden und Glykokonjugaten 
abhydrolysieren. 



Weiterhin konnen bestimmte Enzyme mit Cytidin-Monophosphat (CMP)-aktivierte Sia- 
iinsauren atif andere Zuckerreste, meisf Galaktose und /V-Acetylgataktosamiii, ubertra- 
gen. Diese En2yme nennt man Sialyltransferasen (siehe Bild 2). . 

Die hierbeanspnJchtenTrans-Sialidasen ubertragen Sialinsauren nichtausschlie&lich 
vori einem DonorniolekQI auf Wasser, wle dies die reinen Sialidaseri tun. Fehit jedoch 
ein geeigneter Akzeptor, hydrotysieren die hier beanspmchten Trans-Sialidasen die Sia- 
Iinsauren ebenso wie die einfachen Sialidaseri. Die hier beanspruchten Trans- 
Sialidasen benotigen auch keine aktivierten Sialinsauren fur ihre Ubertragungsreaktfon 
wie die zuvor erwahnten Sialyltransferasen. Die Trans-Sialidasen haben auch eine brei- 
tere Donor- und Akzeptorspezifitat als die Sialyltransferasen und sind deshalb beson- 
ders vielseittg einsetzban Die hier beanspruchten Trans-Sialidasen sind damit fur die 
industrielle Venvertung vorteilhafler als die reinen Sialidasen und Sialyltransferasen. 

Bisher sind nur die DNS- und Aminosauresequenzen der Trans-Sialidasen von Trypa- 
nosoma oruzjxxud Trypanosoma brucei bmceibekannt, sowie die DNS- und Aminosau- 
resequenz einer reinen Sialidase aus Trypanosoma rangelL Das hier beanspruchte En- 
zym TS1 hat zu der entsprechenden Aminosaureteilsequenz der Trans-Sialidase aus 
Trypanosoma brucei brucei eine Obereihstimmuhg (Identitat) von unter 60% und zu der 
entsprechenden Teilsequenz von Trypanosoma cmzi erne Obereinstimmung von unter 
50%. Das hier beanspruchte EnzymTS2 hatzu der entsprechenden Aminosaureteilse- 
quenz der Trans-Sialidase aus Trypanosoma brucei bmcei eihe Obereinstimmung (I- 
dentitat) von unter 50% und zu der entsprechenden Teilsequenz von Trypanosorria cm- 
zi emo Obereinstimmung von ebenfalls unter 50% (siehe Bild 3). Des Weiteren ist be- 
. kannt, dass die Obereinstimmung der Aminosauren zwlschen den Trans-Sialidasen von 
Trypanosomen und den bekannten Sialidasen und Trans-Sialidasen von Bakterien und 
Viren nur 20% bis 30% betragt (Chuenkova et al., 1999, Montagna et al., 2002). 

Bei den hier beschriebenen Enzymen handeltes sich somit um neu charakterisierte 
Stoffe (Enzyme), deren Obereinstimmung (Identitat) zu den entsprechenden DNS- und 
Aminosauresequenzen anderer bekannter Enzyme ahnlicher Funktibn unter 60% be- 
tragt 
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v) Weitere Eriauterungen zur vorliegenden Erfindung . 

. a) Polypeptide und funktionale Aquivalente . 

5 * • • • ' 

^^Polypeptide" im Sinne der Erfindung umfassen charakterlstiische Teilfragmente der er- 
findung^gemaBen Amiriosauresequenzen, ebenso wie Aminosauresequenzen der er- 
findungsgemaBen En2yme und der fiinktionalen Aquivalente davon. 

10 ErfindungsgemaB mit umfasst sind somit ebenfalls „funktionaIe Aquivalente"oder „Ho- 
mo!oge"der konkret offenbarten neuen Polypeptide bzw. Enzyme. 

„FunktionaIe Aquivalente" oder Analoga der konkret offenbarten Polypeptide sind im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weiterhin 
15 . die gewunschte biologische Aktivitat gemaB obiger Definition (wie z.B, Substratspezifi- 
tat) besitzen. 

Unter "funktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaS insbesondere Mutan- 
ten, welche in wenigstens einer der oben genannten Sequenzpositionen eine andere 

20 als die konkret genannte AminosSure aufweisen aber trotzdem eine der hierin genann- 
ten biologische Aktivitat besitzen, "Funktionale Aquivalente" umfassen somit die durch 
eine oder mehrere Aminosaure-Additionen, -Substituenten, -Deletipnen und/oder - 
Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die genannten Veranderungen in jeglicher Se- 
quenzposition auftneten konnen, solange sie zu einer Mutante mit dem erfindungsge- 

25 maBen Eigenschaftsprofil fuhren. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann 
gegeben, wenn die Reaktivitatsmusterzwischen Mutante und unverandertem Polypep- 
tid qualitativ ubereinstimmen, d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unterschiedli- 
cher Geschwjndigkeit umgesetzt.werden. 

30 „Funktiohale Aquivalente" im obigen Sinne sind auch Prakursoren der beschriebenen 
Polypeptide sowie ftinklJonale Derivate und Saize der Polypeptide. Unter dem Ausdruck 
„Salze" versteht man sowohl S^lze von Carbo?cylgruppen als auch Saureadditionssaize 
von Aminogruppen der erfindungsgemSBen ProteinmolekQIei.SaIro von Carboxylgrup- 
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pen konnen in an sich bekannterWeisehergestelltwenden und umfassen anorganische 
Saize, wie zum Beispiel Natrium-, Calcium-, Ammonium-, Eisen- und Zinksaize, sowie 
Saize mit organischen Basen, wie zum Beispiel Aminen, wie Triethanolamin, Arginin, 
Lysin, iPiperidin und dergleichen. Saureadditionssaize, wie zum Beispiel SaIze mit Mine- 
raisauren, wie Salzsaure oder SchwefelsSure.und SaIze mit organischen Sauren, wie 
Essigsaure und Oxalsaure sind ebenfails Gegenstand der Erfindung. 

„Funktionale Derivate** erfindungsgemaBer Polypeptide konnen an funktioneilen Amino- . 
saure-Seitengruppen oder an deren N- oder C-terminalen Ende mit Hitte bekannter 

Techniken ebehfalls hergestellt werden. Derartige Derivate umfassen beispielsweise 
aliphatische Ester von Carbonsaufegruppen, Amide von Carbonsauregruppen, erhalt- . 
lich durch Umsetzung mit Ammoniak oder mit einem primaren odersekundaren Amin; 
N-Acylderiv?itefreier Aminogruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgruppeh; o~ 
der O-Acylderivate freier Hydroxygruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgrup- 
pen. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch Polypeptide welche aus anderen 
Organismen zuganglich sind sowie naturlich vorkommende Varianten. Beispielsweise 
lassen sich durch Sequenzvergleich Berelche homologer Sequenzregionen festlegen 
und in Aniehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzyme emnit-, 
teln. . . 

„Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalis Fragmente, vorzugsweise einzelne Do- 
manen oder Sequenzmotive, dererfindungsgemafien Polypeptide, welche z,B. die ge- 
wtinschte biologische Funktion aufweisen. 

„Funktionale Aquivalente" sind auBerdem Fusionsproteine, welche ein der oben ge- 
nannten Polypeptidsequenzen oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und we- 
higstens eine weitere, davon funkHonell verechiedene. heterologe Seqiienz in funktio- 
nelier N- oder C-temriinaler VerknQpfting (d.h. ohne gegenseitigen wesentiiche funktio- 
nelle BeeintrSlc^tigung der Fusionsproteinteile) aufweisen. NiditlimiSemde BeispielefQr 
derartige heterologe Sequenzen sind z.B. Signalpeptide, Enzyme, Immunogiobuline, 
Oberflachenantigene, Rezeptoren oder Rezeptoriiganden. 
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„Funktionale Aquivalente" erfindungsgemaSer Trans-Sialidasen sind insbesondere En- 
zyme, deren Aminosauresequenzen oder-teilsequenzen zur korresporidierenden Ami- 
ndsauresequenz oder -teiisequenz gemaS SEQ ID NO: 2 oder 4 eine Sequenzidentitat 
(Sequenzhomologie) von wenigsten 60 % insbesondere wenigstens 65 % oder wenigs- 
tens 70 %. wie z.B. 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% oder 99%, berechnet nach dem 
Algorithmus von Pearson uniJ Upman, Proc. Natl. Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444- 
2448, aufweisen. 

Im Falls einermoglichen Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemaBe Aquivalen- 
te Proteins des oben bezeichneten Typs in deglykosylierter bzw. glykosylierter Form 
sowie durch Veranderung des Glykosylierungsmusters erhaltliche abgewandelte For- 
men. ' 

Homologe der erfindungsgemaBen Proteine oder Polypeptide konnen durch Mutagene- 
ss erzeugt werden, z.B. durch Punktmutation, Verlangerung oder Verkurzung des Pro- 
teins. Der Begriff "Homolog", wie er hier venwendet wird, betriifft auch eine variante Form 
des Proteins, die als Agonist oder Antagonist der Protein-Aktivitat wirkt. 

Homologe der erfindungsgemaBen Proteine konnen durch Screening kombinatorischer 
Banken von Mutanten, wie z.B. Verkurzungsmutanten, identifiziert werden. Beispiels- 
weise kann eine variegierte Bank von Protein-Variahten durch kombinatorische Muta- 
genese auf Nukleinsaureebene erzeugtwerden, vwez.B. durch enzymatisches Ligieren 
sines Gemisches synthetlscher Oligonukleotide, Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, 
die zur Herstellung von Banken potentieller Homologer aus einer degenerierten Oligo- 
nukleotidsequehz venwendet werden konnen. Die chemische Synthese einer degene- 
rierten Gensequenz kann in einem DNA-Syntheseautomaten durchgefuhrtwerden, und 
das synthetische Gen kann dann in eihen geeigneten Expressionsvektorligiert werden. 
Die VenA(endung eines degenerierten Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung samtli- 
cher Sequenzen in einem Gernisch, die den gewOnschten Satz an potentieilen Protein^ 
sequenzen codieren. Verfiahren zur Synthese degenerierter .Oligonukleotide sInd dem 
Fachmann bekannt (Z.B. Narang, SA. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) 
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Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura etal., (1984) Science 198:1056; Ikeetal. (1983) . 
Nucleic Acids Res. 11:477). 

b) Polynuklebtide 

5 ■ • ' . . • ' ' . ■ . 

^Polynukleptide" im Sinne der voriiegender Erfindung umfassen charakteristischeTei!-. 
fragmente der erfindungsgemaften Nukleinsauresequenzen die fur Aminosaureteilse- 
quenzen erfindungsgemaBer Enzyme kodiereri, ebenso wie Nukleisauresequenzen die 
fur Enzyme und deren funktionale Aquivalente kodieren. Polynukleotide umfassen vor^ 

10 ' zugsweise mehr als etwa 20 insbesondere mehr als etwa 30, wis z.B. mehr als etwa 45 
Oder mehr als etwa 60 Nukleinsaurereste. 

„Oligcnukleotide" umfassen insbesondere eine Sequenz von weniger als etwa 60, vor- 
zugsweise weniger a!s etwa 45, insbesondere weniger als etwa 30 oder weniger als 
15 etwa 20 Nukleinsauresten. 

Alle hierin enwahnten ^Nukleinsauresequenzen" sind in an sich bekannter Weise durch 
chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen, wie beispielsweise durch Frag- 
mentkondensation einzelner uberiappender, komplementarer Nukleins§urebausteine 

20 der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann bei- 
spielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamlditmethode (Voet, Voet, 2. Auf- 
lage, Wiley Press New York, Seiten 896-897) erfolgen. Die Aniagerung synthetischer 
Oligonukleotide und Auffullen von Lucken mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA- 
Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverfahren werden in 

25 Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning:. A laboratory manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppelstran- 
gige DMA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fDr eines der 
30. obigen Polypeptide und deren funktionaleh Aquivalenten, welche z.B. auch unter Ver- 
wehdung kOnstlicher Nukleotidanaloga zugSngiich sind. 
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Die Erfindung betrifft sowohl isolierte Nukleinsauremolekule, welchefur erfindungsge- 
maRe Polypeptide bzw. Proteihe oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren, s6- 
wie Nukleinsaurefragmente, die z.B. zurVerwendung als Hybridisierungssonden bder 
Primer zur Identifizierung oder Amplifizierurig von erfindungsgemaBer kodierenden Nukr 
5 leinsauren verwendet warden konnen. 

Die erfindungsgemalien Nukleinsauremolekule konnen zudem untranslatierte Sequen- 
zen vom 3- und/oder 5 -Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

10 Ein "isoliertes" Nukleinsauremofekul wird von anderen Nukieinsauremolekulen abge- 
trennt, die in der naturlichen Quelle der Nukleinsaure zugegen send und kann uberdibs 
im wesentiichen frei von anderem zellularen Material oder Kulturmedium sein, wenn es 
durch rekombinante Techniken hergestellt wird, oder frei von chennischen Vorstiifen 
Oder anderen Chemikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

15 • , 

Ein erfindungsgemaRes Nukleinsaurennolekul kann mittels molekulait>iologischer Stan- 
dardtechniken und der erfindungsgemaB bereitgestellten Sequenzinfomiation isoliert 
werden. Beispielsweise kann cDNA aus einer geeigneten cDNA-Bank isoliert werden, 
indem eine der konkret offenbarten vollstandigen Sequenzen oder ein Abschnitt davon 

20 als Hybridisierungssonde und Standard-Hybridisieaingstechniken (wiez.B. beschrieben 
in Sambrook/J., Fritsch, E.F. lind Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual 
2. Aufl.. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold 
Spring Harbor, NY, 1989) verwendet werden. Oberdies laRtsich ein Nukleinsauremole- 
kuli umfassend eine der offenbarten Sequenzen oder ein Abschnitt davon, durch Pdly- 

25 merasekettenreaktion isolieren, wobei die Oligonukleotidprimer, die auf der Basis dieser 
Sequenz erstellt wurden, venA^endet werden; Die so amplifizierte Nukleinsaure kann in 
einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Sequenzanalyse charakteri- 
siert werden. Die erfindungsgemaUen Oligonukleotide, konnen femer durch Standard- 
Syntheseverfahren, z,B. miteinem automatischen DNA-Synthesegerat, hergestellt wer- 
30 den. 

Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotidsequenzen 
„komplement§ren" NukleinsaurenriolekQIe Oder einen Absch 
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Die erfindungsgemaBen Nukleotidsequenzen ermoglichen die Erzeugung von Sonden. 
und Primem, die zur Idenfrfizierung und/oder Kionierung von homologen Sequerizen in 
anderen Zelltypen und Organismen verwendbarslnd. Seiche Sonden bzw. Primer um- 
5 fassen gewohnlich einen N uWeotidsequenzbereich, der unter stringenten Bedingungen V 
an mindestens etwa 1 2, vorzugsweise mindestens etwa 25. wie z.B. etwa 40, 50 Oder 
75 aufeinanderfolgende Nukleotide eines Serise-Stranges einer erfindungsgemaBen 
Nukleinsauresequenz oder eines enteprechenden Antisense-Stranges hybridisiert. ; 

10 Weitere erfindungsgemaRe Nukleinsauresequenzen sind abgeleitet von SEQ lb NO: 1 . 
und 3 und unterscheiden sich davon durch Addition, Substitution, Insertion Oder Deleti- 
on einzelner oder mehrerer Nukleotide, kodieren aber weiterhin fur Polypeptide mit dem 
gewunschten EigenscHaflsprofiL 

15 ErfindungsgemaS umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, die sogenannte 
stumme MUtationen umfassen oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen 
Ursprungs- oder Wirtsorganismus. im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz 
verandert sind, ebenso wie naturlich vorkommende Varianten, wie z.B, SpleiBvarianten 
Oder Allelvarianten. davon. Gegenstand sind ebenso durch konservative Nukleotid- 

20 substutionen (d.h. die betreffende Aminosaure wird durch eine Aminosaure gleicher 
Ladung, GroBe, Polaritat und/oder LSslichkeit ersetzt) erhaitliche Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch die durch Sequenzpolymorphismen von den kon- 
kret offenbarten Nukleinsaiiren abgeleiteten Molekule. Diese genetischen Poly- 
25 morphismen konnen zwischen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der na-' 
turlichen Variation existieren. Diese naturlichen Variationen bewirken ublichenA^eise eine 
Varianz von 1 bis 5 % in der Nukleotidsequenz eines Gens. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsauresequenzen, welchen nnit oben ge- 
30 nannten kodierenden Sequenzen hybridisieren oder dazu konnplementar sind. Diese 
Polyhukleotide lassen sich bei Durchmusterung von genomischen oder cDNA-Banken 
auffinden und gegebenenfalls daraus mit geeigneten Primem mitteis PGR veimehren 
und anschlieBend beispielsweise mit geeigneten Sonden isolieren. Eine weitere lyiog- 



lichkeitbietetdieTransformationgeeigneterMflcroorganfe^^^ 

Polynukleotiden oder Vektoren; die Verrriehrung der Mikroorganismen und damit der 
Polynukleotide und deren anschlieBende Isolierung. Daruber hinaus kSnnen erfin- 
dungsgemaBe Polynukleotide auch auf chemischem Wege synthetisiert werden: 

Unter der Eigenschaft. an Polynukleotide „hybridisieren» zu kSnnen. versteht man die 
Pahigkeit eines Poiy- oder Oligonukleotids unter stringenten Bedingungen an eine na- 
hezu komplementare Sequenz zu binden. wahrend unter diesen Bedingungen unspezH 
fische Bindungen zwischen nicht-komplementaren Partnem unterbleiben. Dazu sollten 
die Sequenzen zu 70-100%. vorzugsweise zu 90-100%. konnplementar sein. D.e Eigen- 
schaft komplementarer Sequenzen. spezifisch aneinander binden zu konnen. macht 
man sich beispielsweise in der Northern- oder Southern-Blot-Technik oder be. der Pn- 
mertJindung in PGR oderRT-PCRzunutze. Oblichenweise werden dazu Oligonukleot.de 

ab einer L&nge von 30 Basenpaaren ejngesetzL 

Unter "stringenten" Bedingungen versteht man. wenn beispielsweise nach dem Sou- 
thern bzw Northern Blot die DNA bzw. RNA Fragmente auf den Membranen mrt emer 
Sonde unter spezifischen Bedingungen. das heidt. bei einer Temperatur von 60-70 "C. 
(38-42°C bei 50 % Hybridisierungslosungen die 50 % Fomiamid enthalten) hybnd.s.ert 
Weiterhin sind die Bedingungen dann spezifisch bzw. stringent, wenn die im Anschluss 
an die Hybridisierung durchgefuhrten Waschschritte zur Elution unspezifisch hybnd.s.er- 
ter DNA bzw. RNA-Sonden ebenfalls spezifisch durchgefuhrt werden. Bei spezrfischen 
Waschschritten handelt es sich ubiicherweise um das zweimalige Waschen be. 20-25 
oc fCir 5-10min. mit 2 x SSC-Puffer. der 0.1% SDS (Natriumdodecylsulfat) enthalt und 
anschlieSendem zweimaligen Waschen mit Puffer niedrigerer lonenstarke (z.B. 0.1 x 
SSC mit 0,1 % SDS) bei hoherer Temperatur (z.B. 64 ^C). I20x SSC: 3M NaCI. 0.3M 
Na-Crtrat pH 7,0]. Dabei bieiben nur in hohem MaBe komplementare Nukleinsauren 
aneinander gebunden. Die Einstellung strihgenter Bedingungen istdem Fachmann be- 
kannt und ist z.B. in Ausubel at al. Current Protocols in Molecular Biology. John W.ley 
D & Sons. N.Y. (1989). 6.3.1-6.3.6- beschrieben. 

Einweiterer Aspekt der Erfindung betrim-Antisense-"Nukleinsauren..D.ese umfassen 
eineNu.kleotidsequenz.diezueinerkodierenden"Sense-"Nukleinsaure,kompl^^^ 



ist. Die Antisense-Nukleinsaure kahn zum gesamten kodierenden Strang bder nur zu 
einem Abschnitt davon komplementar sein. Bei einer weiteren Ausftjhrungsform ist das 
Antisense-NukleinsauremolekQl antisense zu einem nicht-kodierenden Bereich des ko- 
dierenden Stranges einer Nukleptidsequenz. Der Begriff "nicht-kodierender Bereich" 
5 betrifft die al$ 5 - und 3'-untranslatierte Bereiche bezeichneten Sequenzabschnitte, 

Ein Antisense-Oligonukleotid kann z.B. etwa 5. 10, 15. 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 
Nukleotide iang sein. EIne erfindungsgema&e Antisense-Nukleinsaure kann durch 
chemische Synthase und enzymatische Ligationsreaktionen mittels im Fachgebiet be- 

10 kainnter Verfahren konstruiert werden^ Eine Antisense-Nukleinsaure kann chemisch 
syntheti^iert werden, wobei naturlich vorkommehde Nukleotide oder verschieden modi- 
fizierte Nukleotide verwendet werden, die so gestaltet sind, daS sie die biologische Sta- 
bilitat der Molekule erhohen, oder die physikalische Stabilitat des Duplexes erhohen, 
der zwischen der Antisense- und Sense-Nukleinsaure entstanden ist. Beispielsweise 

15 konnen Phosphorthioat-Derivate und acridinsubstituierte Nukleotide verwendet werden. 
Beispiele modifizierter Nukleotide, die zur Erzeugung der Antisense-Nukleinsaure ver- 
wendet werden konnen; sind z.B. 5-Fluoruracil, 5-Bromuracil, 5-Chloruracil, 5-loduracil, 
Hypoxanthin, Xanthin, 4-Acetylcytosin, und dergleichen. 

20 Die erfindungsgemaBen Antisense-Nukleinsauremolekule werden ubiichenweise an eine 
Zelle verabreicht oder in situ erzeugt, so daU sie mit der zellularen mRNA und/oder ei- 
ner kodierenden DNA hybridisieren oder daran binden, so daR die Expression des Pro- 
teins, Z.B. durch Hemmung der Transkription und/oder Translation, gehemmt wird- 

25 Die Begriffe "exprimieren" bzw. 'Verstarkung" oder „Oberexpression" beschreiben im 
Kontext der Erfmdung die ProdukBon bzw. Erhdhung der intrazellularen ^Uctivrtat eines 
. Oder mehrerer Enzyme in einem Mikrporganismus, die durch die entsprechende DNA 
kodiert werden. Dazu kann man beispielsweise ein Gen in einen Organismus einbrin- 
gen; ein vorhandenes Gen durch ein anderes Gen ersetzen, die Kopienzahl des Gens 

30 bzw. der Gene erhohen, einen starken Promotor verwenden oder ein Gen ven^venden, 
das fQr ein entsprechendes Enz^ mIt einer hohen Aktivitat kodiert und man kanri ge- 
gebenenf^lls diese MaBnahmen kombinieren. 
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Die Begriffe .abschwachen" und „verringem- beschreiben im Kontextder Erfindung die 
Abschwachung oder Verringerunb der Intrazelluiaren Aktivitat eines oder mehrerer En- 
zyme in einem Mikroorganismus. die durch die entsprechende DMA kodiert werden. 
Dazu kann man beispielsvveise ein Gen in einem Organismus deletieren. ein vorhande- 
nes Gen durch ein anderes Gen ersetzen. die Kopienzahl eines Transkriprtes des Gens 
bzw der Gene emiedrigen. einen schwachen Promotor veiwenden oder ein Gen ver- 
wenden. das fur ein entsprechendes Enzym mit e.ner niedrigeren Aktivitat kodiert und 
man kann gegebenenfalls diese MaBnahmen kombinieren. 



10 c) Expressionskonstrukte und Vektoren: 



Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Expressionskonstrukte. enthaitend unter der 
genetischen KontroHe regulativer NukleinsSuresequenzen einefurein erfindungsgema- 
Bes Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren. umfassend wenigs- 
tens eines dieser Expressionskonstrukte. Vorzugsweise umfassen solche erfindungs- 
gemanen Konstrukte 5'-stromau1warts von der jeweiiigen kodierenden Sequenz einen 
Promotor und 3'-stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie gegebenenfalls weitere 
ufaliche regulative Eiemente. und zwarjeweiis operativverknOpft mit der kodierenden 
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Sequenz. 

Unter einer „operativen VerknQpfung" verstehtman die sequentielle Anordnung von 
Promotor. kodierender Sequenz. Tem^inator und gegebenenfalls weiterer regulativer 
Eiemente derart; dass jedes der regulativen Eiemente seine Funktion bei der Expressi- 
on der kodiereriden Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. Beispiele fur operativ 
verknopfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Enhancer, Polyadenylie- 
rungssignale und deiglefchen. Weitere regulative Eiemente umfassen selektierbare 
Marker. Amplifikationssignale. Replitetionsurspriinge und dergleichen. Geeignete regu- 
latorische Sequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel. Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185. Academic Press. San Diego. CA (1990). 

Zusatzlich zu den artifiziellen Regulatlonssequenzen kann die natQriiche Regulations- 
sequenz vor dem eigentlichen Strnkturgen noch vprhanden sein. Durch genetische 
Veranderung kann diese naturliche Regulation gegebenerifalls ausgeschaltet und die 
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Expression der Gene ^rhOhtpdelr emiedrigtwerden. Das GenkonstruWkann aber auch 
einfacher aufgebaut sein, das heiftt es werden keine zusatzlichen Regulationssignale 
vor das Strukturgen insertiert und dernaturiiche Promoter mit seiner Regulation w.rd 
nicht entfemt. Statt dessen >Anrd die natOriiche Regulationssequenz so mutiert, dass 
keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert oderverringert w.rd. 
Die Nukleinsauresequenzen konnen in eiher oder mehreren Kopien.im Genkonstn^kt 
enthalten sein. 

BeispJele fOr brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-. tet-. trp-tet-. Ipp-. lac-. 
Ipp-lac- laclq-. T7-. T5-. TS-. gal-, trc. ara-. SP6-. lambda-PR- oder im lambda-PL- 
Promotor die vorteilhaftenA/eise in gram-negativen Bakterien Anwendungflnden; sows 
die gram-positiven Promotoren amy und SP02. die Hefepromotoren ADC1, MFalpha . 
AC P60 GYG1 GAPDH Oder die PflanzenpromotorenCaMV/35S.SSU; CCS. i.b4. 
usp STLS1 B33. not oder der Ubiquitin- oder Phaseolin-Promptor. Besonders bevor- 
zugi ist die Verwendung induzierbaier Promotoren. wie z.B. Hcht- und insbesonde.. 
temperaturinduztierbarer Promotoren. wiederP^-rPromotor.Prinzipiellkonnenallena^ 

turlichenPromotorenmitihrenRegulationssequenzenven«endetwe«ien.Daruberhm- 
aus konnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft venwendet werden.. 

20 Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Nuklein- 
■ s^uresequenzen und der Proteinexpresslon em^oglichen. Dies kann beispielswe.se je 
nach Wirtsorganismus bedeuten. dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder u- 
berexprlmiertwird. oder dass essofort exprimiert und/oderuberexprimiert w.rd. 
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Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vo.zugsweise d.e Expres- 
sion positiv beeihflussen und dadurch erhohen oder emiedrigen. So karin eine Verstar- 
kung der regulatorischen Bemente vorte.lhaften«eis6 auf der Transkriptionsebene er. 
folgen indem starke Transkriptionss.gnale wie Promotoren und/oder "Enhancer" ver- 
wendet werden. Daneben ist aber auch eine Ver^arkung der Translation, moglich. in- 
dem beispielsweise die Stabilitat der mRNA veAessert wird. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Pro- 
. motors mit einer geeigneten kodierenden Nukleotidsequenz sbwie einem Temi.nator- 



. oderPolyadenyllerungssignal.DazuverwendetmangangigeRekombination^ 
nierungstechniken. wie sie bejsplelsweise In T. Maniatis. E.F. Fritsch und J. Sambrook. 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory., C6ld Spring 
Harbor. NY (1 989) sowie in T J. Silhavy. M.L. Bemian und L.W. Enquist Bqperiments 
with Gene Fusions. Cold Spring Hart>or Laboratory. Cold Spring Harbor. NY (1984) und. 
in Ausubel, F.M. et al.. Current Protocols in Molecular Biology. Greene Publishing As- 
soc. and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstmkt bzw. Genkonstrukt wird zur Expressfon in ei- 
nem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaflenAreise in einen vyirtsspezifischen Vektor 
insertiert. der eine optimale Expression der Gene im Wirt emioglicht 

"Vektoren- sind dam Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning 
Vectors- (Pouwels P. H. et al.. Hrsg. Elsevier. Amsterdam-New Yoric-Oxford. 1985) ent- 
5 nommen werden. Unter Vektoren sind aufter Plasmiden auch alle anderen dem Fach- 
mann bekannten Vektoren. wie beispielsweise Phagen, Viren. wie SV40. CMV. Baculo- 
virus und Adenovirus. Transposons. IS-Elemente. Phasmide. Cosmide. und lineare o- 
der zirkulare DNAzu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus 
repliziert Oder chromosomal repliziert werden. 

0 

Als Beispiele fur geeignete Expressionsvektoren konnen genannt werden: 

Obliche Fusionsexpressionsvektcren, wie pGEX (Phamaacia Biotech (no; Smith. D.B. 
und Johnson. K.S. (1988) Gene 67:31-40). pMAL (New England Biolabs. Beverly. MA) 
25 und pRlT 5 (Pharmacia. Piscataway. NJ). bei denen Glutathion-S-Transferase (GST). 
Maltose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Zielprotein fusioniert 
wird. 

Nicht-Fusionsprotein.Expressionsvektoren wie pTrc (Amann et al.. (1988) Gene69:301- 
30 315) urtd pETIId (Studieretal. Gene Expression Technology: Me^ods in Enzymblogy 
1 85. Academic Press. San Diego, Kalrfomlen (1990) 60-89). 
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Hefe-ExpresslonsvektorzurBcpressioninderH^ (Baf- 
dari et al (1987) Embo J. 6:229-234). pMFa (Kuqan und Herskowitz (1982) Cell . 
.30-933-943) pJRY88 (Schultzetal. (1987)Gene54:113-123)s6v^epYES2(lnvitrogen 
Corporation. San Diego; GA). VektorenundVeriahrenzur Kon^ktiori von Vektoren. 
diesich zur Verwendung in anderenPilzen. wiefilament5sen Pilzen. eignen. umfassen 
diejenigen. die eingehend beschriebeh sind in: van den Hondel. CA.M.J:J. & Punt..P.J. 
(1991) "Gene transfer systems and vector development for filamentous. fung.. .n: Ap- 
plied Molecular Genetics of Fungi, J.F. Peberdy et al.. Hrsg.. S. 1-28. Cambridge Uni- 
versity press: Cambridge. 

Baculovirus-Vektoren. die zur Expression von Proteinen in gezQchteten Insektenzellen 
(bspw Sf9-Zetlen) verfugbar sind, umfassen die pAc.Reihe (Smrth et al.. (1983) Mol. 
' Cell Biol.. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1989) Viro^gy 
170:31-39). 

PflanzenlExpressionsvektoren, wie solche. die eingehend beschrieben sind in: Becker. 
D Kemper E.. Schell. J. und Masterson. R, (1 992) "New plant binary vectors with se- 
,ectablemarkerslocatedproximaltotheleftborder.PlantMol.Biol.20:1195-1197;u 

Bevan. M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transfomnation". Nuc^. A- 
20 cids Res. 12:8711-8721. 

Saugetier-Expressionsvektoren. wie pCDM8 (Seed. B. (1987) Nature 329:840) und 
PMT2PC (Kaufman et all (1987) EMBO J. 6:187-195); 

25 Weitere geeignete Expressionssysteme fur prokaryontische und eukaryotische Zellen 
sind in Kapitel 16 und 17 von Sambrook. J.. Fritsch, E.F. und Maniatis. T., Molecular 
cloning: A Laboratory Manual. 2. Auflage; Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spnng 
Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY. l'989.bescHrieben. 

30 d) Rekombinarite Mikroorganlsmen: 

Mit Hilie der erfindungsgemaBen Vektoren sind rekombinante Mikroorganismen her- 
stellbar. welche beispielsweise mitwenigstensetnem erfindungsgemaBen Vektor trans 



Cfbrmiertsind iind zur ProdukBondererifindungsgemaBen Polypeptide eingesetztweiden 
■ kSnnen. N/drteilhaftenweise werden die oben beschriebenen erfindungsgemaBen re- 
Icombinanten Konstrukte in ein geeignetesA/Virtssystem eingebracht und exprimiert Da^ 
bei werden vbrzugsweise dem Fachrriann bekannte geiaufige Ktonierungs- und Trans- 
fektionsmethoden, wie beispielswelse Co-Prazipitation. Protoplastenjfusion. Bektropora^ 
tion reti-bvirale Transfektion und clergleichen, yenwendet. urn die genannteri Nuklein- 
skuren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu bringen. Geeigriete System 
me werden beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology. F. Ausubel et al., 
\irsg., Wiley Interscience. New York 1997. oder Sambrook et al. Molecular Cloning: A 
10 . Laboratory Manual. 2. Aufl^, Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor Labo- 
ratory Press. Cold Spring Harbor. NY; 1989 beschrieben. 

ErfindungsgemaB sind auch homolog lekombinierte.Mikroorganismen herstellbar. Dazu 
wild ein Vektor tieigestellt. der zumindest einen Abschnitt eines erfindungsgemaBen 
15 Gens oder einer kodierenden Sequenz enthalt, worin gegebenenfalls Wenigstens eine 
Aminosaure-Deletion. -Addition oder -Substitution eingebracht worden ist, urn die erfin- 
dungsgemSBe Sequenz zu verandem, z.B. funktionell zu disrumpieren ("Knockouf- 
Vektor). Die eingebrachte Sequenz kann z.B. auch ein Homologes aus einem venwand- 
ten Mikroorganismus sein oder aus einer Saugetier- Hefe- oder Insektenquelle abgejei- 
20 tet sein. Der zur homologen Rekombination venwendete Vektor kann altemativ derart 
ausgestaltet sein, daB das endogene Gen bei homoioger Rekombination mutiert oder 
andenweitig verandert Ist, jedoch noch das funktionelle Protein codiert (z.B. kann der 
stromaufwarts gelegene regulatorische Bereich derart verandert sein, daB dadurch die 
Expression des endogenen Proteins verandert wird). Der veranderte Abschnitt des er- 
25 findungsgemSBen Gens ist im homologen Rekombinationsvektor. Die Konstruktion ge- 
eigneter Vektoren zur homologen Rekombination ist z.B. beschrieben in Thomas. K.R. 
. und Capecchi. M.R. (1987) Cell 51:503. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet. die eine Expression der 
30 erfindungsgemaBen Nukleinsauien, ihrer Allelvarianten, ihrerfiinktionellen Aqulvalente 
Oder Derivate erm6gllchen. Unter VVirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze. 
Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Organismen sind 
Bakterien, wie solche der Gattungen Escherichia, wie z. B. Escherichia coB, Stieptomy- 



.ces. Bacillus oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorgantsmen, wie Saccharomyces 
cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tieren oder Pflanzjen, bei- 
spielsweise Sf9 Oder CHQ-Zellen. . . 

Die Seiektion erfolgreich transfdrrriierter prganismen kann durch Markergene erfolgen, 
die ebenfalls im Vektor oder in der Expressionskassette enthalten sind. Beispiele fur 
solche Markergene sind Gene fur Antibiotikaresistenz und fur Enzyme, die eine farbge- 
bende Reaktion katalysieren, die einAnfarben dertransformierten Zelle bewirkt. biese 
. konnen dann mittels automatischerZell^ortierung selektiertwerden. Erfolgreich mitel- 
henri Vektor transforniierte Mikroorgainlsme^^^ die ein entsprechendes Antiblotikare- 
sistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin)tragen, lassen sich durch entsprechendeAnti- 
biotika-enthaltende Medien oder Nahrboden selektieren, Markerproteine, die an der 
Zeiloberfiache prasentiert werden, konnen zur Seiektion mittels Affinitdtschroma- 
tographie genutzt werdeh. 

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen passenderi 
Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie beispielsweise Plasmide rhit dem 
RNA-PoJymerase/Promoter-System, die Phagen 8 oder? oder anderetemperente Pha- 
gen oderTransposons und/oderweiteren vorteilhaften regulatorischeri Sequenzen bil- 
det ein Expressionssystem. Beispielsweise ist unterdem Begriff "Expressionssystem" 
die Kombination aus Saugetierzelien, wie CHO-Zellen, und Vektoren, wie pcDNASneo- 
Vektor, die fur Saugetierzellen geeignet sind, zu verstehen. 

GewQnschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen, wie transge- 
neri Tieren, insbesondere Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen zur Expression, 
gebracht werden. 

e) Rekombinante Hersteilung der Polypeptide: 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Hersteilung ei- 
ner erfindungsgemaBen Polypeptide oder funktioneller. biologisch aktiver Fragmente 
davon, wobei man einen Poiypeptide-produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gege- 
benenfails die Expression der Polypeptide induziert und diese aus der Kultur isoliert. 



Die Polypeptide kdnnen so auch in groBtechnischem MaBstab produziertwerden. falls 
dies erwunscht isl 
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Der rekombinante Mikroorgaiiismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fer- . 
mentiert werden. Bakterien konnen beispielsweise inTB-oder LB-Medium und beieiner 
Temperatur von 20 bis 46°C und einem pH-Wert voft 6 bis 9 vermefirt werden. Im Em- 
zelrjen werden geeignete.Kultivierungsbedingungen beispielsweise ihT. Maniatis, E.F, . 
Fritsch and J. Sambropk, Molecular Cloning: A Laboratory Manual. CoW Spring Harbor 
Lalioratory. Cold Spring Harbor, NY (1989) beschrieben. 

■■ Die Zellen werden dann. falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezemiert wer- 
den aufgeschlossen und das Produktnach bekannten Proteinisoliemngsverfahren aus 
dem Lysatgewonnen. Die Zellenkonnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall. 
durch hohen Druck. wiez.B. in einer French-Dnickzelle. durch Osmolyse, durch &nw,r- 
kung von Detergenzien. lytischen Enzymen oder organischen L6sungsmitteln. durch 
Homogenisatoren oderdurch Kombination mehtererderaufgeffihrten Verfahren aufge- 
schlossen werden. 

■ EineAufreinigung der Polypeptide kannmit bekannten, chromatographischenVerfah- 
20 ren erzielt werden. wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration). w.e Q- 
Sephe^rose-Chromatographie. lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe 
Chromatographie. sowie mit anderen Qblichen Verfahren wie Ultrafiltration. KristalUsatH 
on Aussalzen. Dialyse und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden 
beispielsweise in Cooper. F. G.. Biochemische Arbeitsmethoden. Verlag Walter de 
25 Gruyter Beriin. New York oder in Scopes. R.. Protein Purification, Springer Verlag. New 
York! Heidelberg. Beriin beschrieben. Analog^s gilt fur nicht-rekominant hergestellte 
Polypeptide, . 

Besonders vorteilhaftistes; zurlsolierung desVekombinanten Proteins Vektorsysteme 
30 Oder Oligonukleoflde zu venvenden, die die cDNA um bes«nf.mfe Nukleoadsequenzen 
verlangem und damit fOr veranderie Pdlypeptide oder Fusfohsproteine kodieren; de 
z B einer einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind be- 
spielsvveiseysAnkerfungierendesogenannte^•ags^wiez.B.diealsHexa4^.shdm- 



Anker bekannte Modifikation oder Epitope, die als Antigene von Antikorpem erkannt 
werden konnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane. D., 1988, Antibo- 
dies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). Diese Anker kohnen zur 
. Anheftung der Proteine an einen festen Trager, wie z.B. einer Polyniermatrix, dienen, 
5 die beispielsweise in einer Chromatographiesaule eingefullt sein kann, oder an einer 
Mikfotiterplatte Oder an einem sbnstigen Trager venwendet werd^ 

Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine venwehdet werden! 
' Zur Erkennung der Proteine konnen auBerdem ubiiche Marker, wie Flubreszenzfarb- 
10 stoffe,' Enzymmarker, die nach Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reakti- 
onsprodukt bilden, oder.radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit den Ankem 
zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

f) Reinigung des gewiinschten Sialisierungsproduktes aus der Kultur . 

•15 

Die Gewinnung des gewunschten Produktes aus dem Mikrooganismus oder aus dem 
Kulturuberstand kann durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verfahren erfolgen. 
Wird das gewunschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert, konnen die Zellen aus 
der Kultur durch langsame Zentrifugation geerntet werden. die Zellen konnen durch 

20 Standard-Techniken, wie mechanische Kraft oder Ultraschallbehandlung. lysiert wer- 
den. Die Zelltrummer werden durch Zentrifugation entfernt, und die Uberstandsfraktion, 
die die loslichen Proteine enthaft. wird zur weiteren Reinigung der gewunschten Verbin- 
diing erhalten. Wird das Produkt von den Zellen sezerniert, werden die Zellen durch 
langsame Zentrifugation aus der Kultur entfemt, und die Oberstandsfraktion wird zur 

25 weiteren Reinigung behalten. 

Die Oberstandsfraktion aus beiden Reinigungsverfahren kann einer Chromatographie 
mit einem geeigneten Harz unterworfen werden, wobei das gewunschte Molekdl mit 
hoherer Selektivitat als die Verunrernigungen entweder auf dem Chromatographieharz 
. 30 zuriickgehalten wird oder dieses passiert. Diese Chromatographieschritte konnen noti- 
. genfells. vwed.erholt \werden, wobei die gleichen oder andere Chromatographieharze 
venwendetwerden. Der Fachmann istin derAuswahl der geeigneten Chromatographie- 
harze und ihrer vwrksamsten An\wendung fQr ein bestimmtes zu remigendes MoIekQI 



bewandert Das gereinigte Produkt kann durch FiltratioH pder Ultrafiltration konzentriert 
und bei einer Temperaturaufbewahrt werden. bei der die Stabilitat des Produktes ma- 



)Qmai ist 



5 Im Stand der Techniksind viele Reinigungsverfahren bekannt. Diese Reinigiingstechni. 
V ken sind 2.B. beschrieben In Bailey. J.E. & Olfis. D.F. Biochemical Engineering FUrtda- 
• mentals; McGraw-Hill: New York (1986). . , ■ . . . 

Die Identitat und Reinheit der isoli^rten Verbindungen kann.durch Techniken des Stan- 
VO des der Technik bestimmt werden. Diese umfassen . . Hochleistungs- 
FIQssigkeitschromatographie (HPLC). spektroskopische Verfahren. Farbeverfahren. 
Dunnschichtchromatographie. NIRS. Enzymtest oder mikrobiologische Teste. D.ese 
Analyseverfehren sind z.B. zusammengefaat In: Patek et al. (1994) Appl. Environ. M- 
crobiol 60-133-140; Malakhovaetal. (1996) Biotekhnologiya 11 27-32; und Schmidt et 
15 al (1998) Bioproces? Engineer. 19:67-70. Uilmann's Encyclopedia of Industrial Chemis- 
try (1996) Bd. A27. VCH: Weinheim. S. 89-90. S. 521-540. S. 540-547, S. 559-566. 
575 581 undS 581-587; Michal.G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochem- 
istry and Molecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon. A. et al. (1 987) Applications 
of HPLC in Biochemistry in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biol- 
20 ogy. Bd. 17. ... 

Folgende nichtlimitierende Beispiele beschreiben spezlelle Ausfuhrungsformen der Er- 
findung. - 
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Beispiele der Heretellung. Reinigung und Verwendung.der hier beanspruchten 
Trans-Sialidasen 



Allgemeines: 



30 



Die im Rahmen der voriiegenden Erfindung durchgefuhrten Klpnlefungssch^^ 
Restrikfionsspaltungen, Agarose Gelelektrophorese. Reinfgung von DNA-Fragmenten.. 
Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen. VerknQpfen von 
DNA-Fragmenten. Transfonnatiori von Zellen, Anzucht von Bakterieri.Verniehrung von 



Phagen und Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden wie bei Sambrook et'al. 
. (1989) a.a.O'beschriebendurchgefbhrt. .; 

Beispiel 1: Isolation der Enzyme aus Kulturen von Trypanosoma congolense 

' ' ' ^. . ■ ' • , 

5 • ■ . • • '. . . •. • . .. ' .■ 

Die prdzyWischen Former) vpn Trypanosoma congolense (hinteriegt beim Schvveizer 

Tropeninstitut Basel (STIB) als Stamm Nlr. 249) ktonnen bei aT'C ohne CO2 in SM/SDM 

79 Medium, welches 10%f6taIesKalbetserum und Heminenflialt, angezubhtetwerden. 

Nach drei bis vier Tagen ist die Zellzahl von 1 x1 0® auf ca. 7x1 0®/ml angewachsen und 

10 der Kulturuberstand wird durch Zentrifugation abgetrennt, filtriert und diirch Ulbafiltrati- 
on konzentriert. In dem so gewonnenen Kulturuberstand kSnnen 84% der Enzymaktivi- 
tat festgestellt warden, wahrerid noch 16% der Enzyaktivitatgebunden an das Zellpellet 
detektiert warden konnen. Die konzentrierten Kulturtjberstande warden direkt alsrEn- 
zymkonzentrat fur die Trans-Sialidase Reaktionen eingesetzt. Die gewunschten siali- 

15 sierten Molekule werden nach der Reaktion aus dem Kulturuberstand isoliert. 

Beispiei 2: Reinigung der Enzyme 

Zur Isolierung relner Enzyme wird der konzentrierte Kulturuberstand auf eine lonenaus- 
20 tauschs§ule (Q Sepharose) gegeben. Die Saule wird nach dem Waschen mit einem 
Salzgradienten eluiert. TS2 eluiert mit einer Salzkonzentratlon bis 0,2M, TS1 mit einem 
Salzgradienten ab 0,2M. Nach der Elutioh werden die beiden Enzyme getrennt mittels 
Isoelektrischer Fokussierung; Gelfiltratioii (Sephades G150 SF), Affihltatschroma- 
tographie oder Rroteinfailung bis zur apparenten Homogenitat aufgereinlgt. 

.25 . " ' ■ •,' ' ' ■ 

Beispiel 3: Bestimmung der Enzymaktivitat 

Zur Bestimmung der Transferaktivitat der Trans-Sialidase werden 25[i\ Enzyml5§ung in 
■50 mM BisTris Puffer, pH7,0, zusammen mit 1 mM Neu5Ac-a(2-2f)lactose als Donor 
30 und O.S.mM 4-MethylumbelliferyIgaIadbsid als Akzeptor In einem Endvotumen von 5Gpl 
• be! SyC fOr 2h inkubierL Die Ihkubation wird durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Wasser 
abgestoppt. Anschliessend wird der Reaktionsansatz auf vorher mit 0,3 ml Q Sepharo- 
•. se FF (Acetatfbnm) gefutite und mit Wasser preequilfibriertB S3uleri. gegeben. Nach dem 
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Auswaschen des Akzeptors mit Wasser und dem Verwerfen des Todvolumens (200 pi 
1N HCI), wird das sialylierte Produkt mit 1N HCI eluiert (700|jl). Nach saurer Hydrolyse 
des Produktes bei GS^'C fur 45 mtn und Abkuhlung auf Eis, wird die Probe mrt250-290M! 
2 N NaOH und 300pl 1 M Glycin/NaOH Puffer pH 10,0 neutralisiert. Die Fluoreszenz 
5 des freigesetzten Methylumbelliferons wird in schwarzen 96-well-plates (Microfluor, Dy- 
nex, U.S A) bei einer Anregungsweilenlange von 365 nm und einer Emissionswellen- 
lange von 450 nm gemessen. Die Aktivitat des Enzyms entspricht der Intensitat der 
gemessenen Fluoreszenz und kann an einer zuvor erstellten Eichkurve abgelesen wer- 
den (Methode nach Engstler et al. 1992). 

■ Befspiei 4: Herstellung transgener Produktionsorganismen (Bakterien, Hefen, Pil- 
zen, Pflanzen) fur die Enzyme 

Die hier erstmals beschriebenen DNS-Teilsequenzen von TS1 und TS2 emnoglichen 
1 5 mittels routinemaRig angewandten Standardtechniken die voltstandige DNS-Sequenzen 
der Enzyme zu erstellen (irisbesondere. da die hier vorgestelften DNS-Sequenzen keine 
nicht codierenden Introns enthalten). Die entsprechenden Standardtechniken sind z. B. 
die „Poiymerase-Chain-Reaction" Technik (PCR-Technik), „Southern-B!ott" uber die 
genomische DNS oder cDNS und mRNA-Techniken, die mit Hilfe von kommerziell er- 
20 haltlichen Kits beispielsweise von den Firmen Invitrogen oder Clontech durchgefuhrt 
werden konnen. Die Techniken sind dem Fachmann bekannt und sind unter anderem 

■ beschrieben in: Ausubel et al: Current Protocols in Molecular Biology, Edition 1 989 und 
2001. Die voHstandige DNS der jeweiligen Enzyme oder furiktionelle Teilsequenzen 
daraus werden mittels standard Transformationstechniken (Ausubel et al.) in die ge- 

25. wunschten Produktionsorganismen eingebracht Dietransgenen Organismen produzie- 
ren TS1 und TS2 und kSnnen aus den transgenen Organismen und/oder deren Kultur- 
uberstanden isoliert werden. Als Empfangerorganismen der DNS, die TS1 oderTS2 
kodlert, kommen prokaryontische Bakterien, eukaryontische Mikroorganismen, Hefen 
und andere Pilze, eukaryontische Zellkulturen, Algen, Pflanzen, Samen, Tiere, Teile 

30 von Tieren, Gewebe, Hybridome, transgene Organismen und genbiologische. genthe- 
rapeutische und transgene Rekombinanten sov«e davon abgeleitete Organismen, Or- 
gane, Gewebe und Zellen zum Einsatz. Die hier beanspruchten Enzyme konnen aus 
den entsprechenden Ganzen oder Teilen von transgenen Organismen, aus ihren Kul- 





turOberstanden, aus Organen, Gewebe, Zellen, biologische Flussigkeiten, Exsudeften, 
Eiem, Blut, Lymphe, Milch, Pflanzen, Algen und Samen sowie ausTeilen daybn isoliert 
werden. 

5 Beispiel 5: Reaktionsbeispiel der Enzyme 

6kg von Glycomakropeptid (GMP) werden zusammen mit 1 kg Galaktooligosaccharide 
mit einer Kettenlange von 6-1 0 Zucker in handelsublichem 50nnM Bis Tris Puffer pH 7,0 
(z. B. von der Rmna Merk, Darmstadt) gelost Die Losung \Arird mit 1 Liter des Trans- 
10 Sialidase enthaltenden Kulturuberstandes von Trypanosoma congolense versetzt und 
bei 37**C 3 Stunden lang inkubiert. Nach diesem Zeitraum hat die Trans-Sialidase Sia- 
linsauren von dem GMP auf die Galaktooligosaccharide ubertragen. Die sialisierten 
Produkte konnen mit Hilfe Qblicher chromatographischer Methoden (Ausubel et al.) oder 
Rtertechniken abgetrennt und gereinigtvyerden und stehen in reinem Zustand fur Pro- 
15 duktformulierungenzurVerfugung. 

Glycomakropeptid (GMP) ist ein Abfallprodukt der Kasehersteilung aus Kuhmilch. Nach 
Fallung des Caseins fQr die Kasezubereitung kann es aus der verbleibenden Moike mit- 
tels Filtertechniken isoliert werden. 

20 

Galaktooligosaccharide werden hergestellt. indem Laktose mittels des im Handel erhalt- 
lichen Enzyms beta-Galaktosidase umgesetzt wird. Bei dieser Umsetzung spaltet beta- 
Gaiaktosidase einerseits die Laktose in seine monomeren Zucker. Andererseits entste- 
hen bei dieser Umsetzung in einer Nebenreaktion auch langerkettige Galaktooligosac- 
25 charide. die abgetrennt werden konnen und dann als Akzeptoren fur die Trans- 
Sialidase Reaktion zur Verfugung stehen. 

Beispiel 6: Verwendiing der Enzyme 

30 Die beiden tsolierten Enzyme konnen beispielsweise zur SialylSerung von beta- 
Galaktose enthaltene Polymere (wie Gum ar^bicum etc.) und insbesondere fOr Poylac- 
tosamine und Galactane sowie fur Galactooligosaccharide (GOS), insbesondere fOr 



beta-Galakto-OIigosaccharide, wie z. B. VMnal GOS von der Firma Borculo Domb In^ 
gradients (BDI) und Oligomate 55 von der Firma Yakult etngesetzt warden. 

Diese polymeren Galaktose-Zucker und neu gebildete Galaktooligosaccharide (Herctel- 
lung wie in Beispiel 5 beschrieben) konnen mit Hilfe der in diesem Patent bearispruch- 
ten Trans-Sialidasen sialyliert warden. Als Donoren fur die Sialinsauren konnen alle o- 
ben erwahnten Donoren und insbesondere das Glykomakropeptid aus Caseinen (von 
Mensch, Kuh, Ziege, Schaf, Pferd, Kamel und anderen Tieren) zum Einsatz kommen. 
Sialisierte Zuckerstrukturen weisen eine erhohte Ahnlichkeit zu sauren Zuckem auf; die 
auch im menschlichen Korper gefunden warden konnen und dort vielfaltige Aufgaben 
haben. 
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PATENTANSPRUCHE 



1.. Polynukleotid, welches fQr ein Protein mit Trans-Sialidase-Aktivitat 
5 kodiert und aus Trypanosoma congolense isoljerbar ist. " 

2. Polynukleotid nach Anspruch 1, welches fOr ein Protein mit Trans- 
Sialidase-Aktivitat kodiert, das den Transfer von Sialinsaure von einem Donor 
auf ein Akzeptormolekul katalysiert. 

3. . Polynukleotid, nach Anspruch 1 oder .2, umfassend eine 

iO Nukleinsauresequenz gemaS SEQ ID NO: 1 oder 3, oder Fragmente davon, 
i welche wenigstens 1 5 zusammenhangende Nukleotidreste umfassen; die dazu 
komplementaren Polynukleotide und Fragmente; und die von diesen 
Polynukleotiden durch Entartung des genetischen Codes abgeleiteten 
Nukl,eotidsequenzen. . 

15 4. Qligonukleotid, welches mit einem Polynukleotid nach einem der 

vorhergehenden Anspruche, insbesondere unter stringenten Bedingungen, 
hybridisiert. 

5. Polynukleotid, welches mit einem Qligonukleotid nach Anspruch 4, 

insbesondere iinter stringenten Bedingungen, hybridisiert und fur ein 
0 Genprodukt aus Mikroorganis,men.der.Gattung Trypanosoma kodrert. 

. 6. Polypeptid. welches von einem Polynukleotid kodiert wird, das eine 

Nukleinsauresequenz gema& einem der Anspruche 1 bis 3 oder 5 umfasst; 
Oder welches eine Aminosauresequenz aufweist, die wenigstens 10 
zusammenhangende Aminosauren gemaB SEQ ID NO: 2 oder 4 umfasst; sowie 
25 funktionale Aquivalente'davon, welche Trans-Siaiidase-Aktivitat besitzen. 

7. Trans-Sialrdase' oder funktionale Aquivalente davon mit Trans- 

Sialidase-Aktivitat, gekennzeichnet durch eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen: 

* lSIUT-047 A4 



TDTVAKYSTDGGRTWKREVIIPNGR (Pbs; 1 bis 25 gemaB SEQ ID NO:2) 
FRIPS.LVEIDGVLIATFDTRYLRASDSSLI (Pos. 1 bis 30 gemaB SEQ ID NO:4). 

8. Trans-Sialidase 1 (TS1) gekennzeichnet durch wenigstens eines. der 



Nukleotidsequenz 


SEQIDNO:1 • 


Aminosauresequenz 


SEQIDNb:2 


Temperaturoptimum 


30-40''C . 


pH Optimum 


pH 6.5-8.5 


Isoelektrischer Punkt 


pH4-5 


Molekulargevyicht nativ 


400-600 kDa 


Moiekulargewicht tm 
reduzierenden SDS- 
page 


90 kDa 



9. Trans-Sialidase 2 (TS2). gekennzeichnet durch wenigstens eines der 
folgenden Charakteristika 

SEQ ID NO:3 



Nukleotidsequenz 



Aminosauresequenz 
Temperaturoptimum 



pH Optimum 



Isoelektrischer Punkt 
Moiekulargewicht nativ 



Moiekulargewicht im 
reduzierenden SDS- 
page 



SEQ ID NO:4 
30^0^0 . 



pH 6.5-8.5 



pH5-6 
li20-180 KDa 



90 kDa 



10. Stoff nach einem cier AnsprQche 1 bis : 9. abgeleitet aus dem 
Organismus Trypanosoma congolense.. 

11 . • Stoffe nach einem der AnsprOche 1 bis 9, hergestellt unter Anwendung 
synthetischer.. insbesondere chemischer. biochernischer. enzymatischer.. 
gentechnologischer und transgener Methodeh. . • . 

12. Funktionales Aquivalent eiher Trans-Sialidase nach einem der 
AnsprQche 8 und 9. deren . Aminosaur^sequenz oder .-teilsequenz zur 
korrespondierenden Aminosauresequenz oder -teilsequenz gemaB SEQ ID NO: 
2 Oder 4 eine Sequenzldentltat von wenigsten 50 % oder wenigstens 60 %. 
insbesondere wenigstens 65 % oder wenigstens 70 %. wie z.B. 75%.. 80%. 
85% 90% 95%. 98% oder 99%. berechnet riach dem Algorithmus von Pearson 
und Lipman. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85(8). 1988. 2444-2448. aufweist; 
Oder das eine oder mehrere Deletionen, Additionen. Substitutionen .oder 
mversionen einzelner oder mehrerer Aminosaurereste enthSIt ode.r ein 
verandertes Glykosylierungsmuster zeigt-wobei die Befahigung zur Katalyse 
der Ubertragung von Sialinsauren von einem Donor auf einen Akzeptor 
erhalteh bleibt. 

13. Expressionskassette. umfassend in operativer . Verknupfung mit 
wenigstens einer regulativen Nukleinsauresequenzeine NukleinsSuresequenz 
nach einem der AnsprQche 1 bis 5. 

14. Rekombinanter .Vekto.r. umfassend wenigstens eine. 
Expressionskassette nach Anspruch 13. . 

15. Prokaryotlscher oder eukaryotischer Wirt, transformiert mit wenigstens 
. einem Vektor nach Anspruch .14. 

16. . Verwendung. einer Expressionskassette nach Anspruch 13, eines 
Vektors nach^ Anspruch .14 oder eines Wirts nach Anspruch 15 zur 
rekombinanten Herstellung eines Proteins mit Trans-Sialidase-Aktivitat. 

17. Verfahren zur enzymatischen Siaiisierung eines Akzeptorrnolekuls. 
dadurch gekennzeichnet. dass man das AkzeptormolekQI mit einem 



Sialinsaurereste enthaltbndeh Donor in Gegenwart eiries Enzynts nach einem 
. der Ansp.ruche.6 bis 12 inkubiert und den siaty^^^^ 

18.. Verfahren nach Anspruch 17. gekennzeibhnet durch wenigsten eine 
weitere der folgenden Eigenschaften: 

a) der Donor ist ausgew&hit unter an Oligosaccharide, Polysaccharide, 
■ Polysialinsauren. Glykoproteine und Glykolipide gebundene Sialinsauren. wie 

insbesondere Lactoferrine. glykolisierte Molkenproteine und Caseine und 
Fragmente davon; . - 

b) der Akzeptor ist ausgewahit unter B-Galaktose enthaltenden Polymeren, wie 
B-Galaktooligosacchariden. Laktitol. Laktobionsaure. Methyl-B-lactos.d. 
Acetyllaktosaminen. Galaktopyranosiden. Trans-Galaktooligosacchariden. 
Polygalaktose und anderen Glykokonjugaten mit endstandig gebundener B(1-3) 
Oder B(1-4)-Galaktose oder Galaktose. 

19. Verwendung einer Trans.Sialidase nach einem der Anspruche 6 bis 12. 
einer dafur kodlerenden NUkleinsauresequenz nach einem der Anspruche 1 bis 
5 Oder eines nach einem der Anspruche 18 und 19 hergestellten 
Sialisierungsprodukts zur Herstellung eines Medikaments. Nahrungsmittels 
Oder Nahrungserganzungsmittels oder einer Nahrungsmittelzutat zgr 
Pravention oder Behandlung Sialihsaure-gesteuerter parasitarer. bakterieller 
Oder viraler Infektionen; zur Behandlung von Tumorerkrankungen; zur 
Behandlung von Erkrankungen. welche mit einer Entwicklungsstorung des 
Gewebes assoziiert sind; zur Behandlung von Erkrankungen des 
Immunsystems; zur Behandlung von Autoimmunreaktionen; zur Behandlung 
von Erkrankungen mit gestorterZellkommunikation; oder zur Behandlung von 

25 Ehtzundungen. 

20 Verwendung einer Trans-Sialidase nach einem der Ansprflche 6 bis 12. 
zur Entwicklung eines Trypanosomiasis-lmpfstoffs oder zur Entwicklung von 
Enzyminhibitoren zur Behandlung oder Pravention von Trypanosoma- 
Infektionen. .. 



15 



10 





21. Verwendung einer Trans-Sialldase nach einem der AnsprOche 6 bis 12. 
einer daf Or kodlerenden NukleinsSuresequenz nach einem der AnsprOche 1 bis 
5 Oder eines nach eineiii der AnsprOche 18 und, 19 hergestellten sialylierten 
Produkts zur Herstellung. eines Medikaments, Nahrungserg§nzungsmittels oder 
Nahrungsmittels zur Schutz korpereigener Zellen. oder Gewebe oder 
Glykoproteine vor enzymatischer Einwirkung. 

22. Verwendung einer Trans-Sialidase nach einem derAnspruche 6 bis 12, 
einer dafur kodierenden Nukleinsauresequenz'nach einem der AnsprOche 1 bis 
5 Oder eines nach einem der AnsprOche 17 und 18 hergestellten sialylierten 
Produkts zur Herstellung eines Medikaments. Nahrungserganzungsmittels oder 
Nahrungsmittels zu Beeinflussung der Entwicklung und/oder Morphogenese 
von Korpergeweben. 

23. Effektor der Trans-Sialidase-Aktivitat einer Trans-Sialidase nach einem 
der AnsprOche 6 bis 12. ausgewShlt unter 

15 a) Polypeptid-Liganden. welche mit einer Trans-Sialidase nach einem der 

AnsprOche 6 bis 12 wechselwirken; 

b) niedemiolekularen Effektoren, welche die biologische Aktivitat einer 
Trans-Sialidase nach einem der AnsprOche 6 bis 12 modulieren; und 

c) Antisense-Nukleinsauresequenzen zu einer Nukleinsauresequenz I, 

20 nach einem der AnsprOche 1 bis 5. 

24. Verwendung eines Effektors nach Anspruch. 23 zur Herstellung eines 
pharmazeutisches oder gentherapeutisches Mittels. Nahrungserganzungs- 
mittels oder Nahrungsmittels zur Behandlung oder Prevention von mit Trans- 
Sialidase-Aktivitat assoziierten Erkrankungen. 
25 25. Verfahren zur Isoiierung eines Enzyms mit Trans-Sialidase-Ayktivitat. 
wobei nrian 

a) Trypanosoma congolense in einem Medium kultiviert, 

b) unddasgewOnschteProduktausdemKulturQberstanddurch 

lonenaustauschchmmatogmphie mrt Hilfe eines Salzgradienten. gegebenenfalls 
30 gefolgt von Isoetektrischer Fokussierung. Gelfiltration. Affinitatschromatographle 



• , I* ■ 



und/pder Proteinfailung, isoliert. 

26. PharmazeutischesodergentherapeutischesMittei;entha^^^^ 
. pharmazeutisch oder gentherapeutlsch vertraglichen Trager wenigsten einen 
5 .Effektor nach Anspruch 23. 




Zusammenfassunq 



Die Erfindung betrifft neuartige Enzyme, die Sialinsauren von einem Donormolekui 
auf ein AkzeptomiolekOI Qbertragen (Trans-Sialidasen). Die Enzyme wurden aus 
dem ^inzeller' Trypanosoma, congolense isoliert. Weiterhin betrifft die Erfindung 
funktioriale Aquivalente dieser Enzyme; die fQr dies© Enzyme und deren funkliohalen 
Aquivalente Icodierenden Nukleinsauresequenzen und Aminosauresequenzen; 
Expressionskonstrukfe und Vektoren, weiche diese Sequenzen enthaften; 
rekombinante Mikroorganismen weiche eine erfindungsgem§6e. kodierende 
Nukleinisauresequenz tragen; Verfahren • zur . rekombinanteh . Herstellung 
erfindungsgemSBer Erizyme; Verfahren zur Isolierung erfindungsgemSBer Enzyme 
aus Trypanosoma congolense; Verfahren zur enzymatischen Sialisierung von 
Aiczeptonnolekulen unter Verwendung erfindungsgemaBer Enzyme; Effektoren der 
erfindungsgemSBen Trans-Sialidasen; die Venwendung erfindungsgemaBer 
Nukleinsauresequenzen, Aminosauresequenzen, Enzyme, Effektoren oder 
Sialysierungsprodukte zur Herstellung von Impfstoffen, Medikamenten, Nahrungs- 
oder Nahrurigserganzungsmitteln; sowie die erfindungsgemaB hergestellten Mittel 
seibst. 
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S i a lid a se . _ • 

Hyarolyse von D o n o r ge b u n d e n e n Sialinsaarcn 

o. . mmmmmma^- NeuSAc+Y 



Y -N eu5 A c + H 



aktiviertenSia.insauren a « f A kze p to r n. eo U k a le 



Trans fcr von m 
CM P-N eu5 A c + X 



X-Neu5 A c + CM P 



Y-N eu5A c + X-G al 



X -G al-N eu5 A c + Y 



I 



. V 



BildS 



20 



£0 



T-r.s 
I.cr.TS 



BO * lOQ 

-KSHIAVEVFIM!AIJ^PASAI§«SSKVEIJKR^ 



-HGKtWGASRlIPSUtFFVFLLLAZCPSeFJ 



EtB00HRKBISRLIJJFTAVCHCWT5KAAGKG«REAgLS6GAgAlJK P^ 



IKDGEOTTOOOGPinnaJKYlJKEHEIWEKEEKGOTGGSBKRSEBEi 



SRVELFKRQSSKVPF-^ 




7.r.s 

l.cr.TS 
J.b.bcTS 
T.COD.TSl 
T.con.TS2 



sapadsnabstpstpadhc^btps«adng^bstpst,?gi««;ahstpsipgdssah«psip^ 

CVLECVDAHLR-TGHVAFVARWDBSAPMYGSSPBSIRBTESAT ^ 



960 



1000 



1020 



1040 



• 1060 



IDBQ 



T.r.S : 
j,cr.»S : 
T.b.br.TS : 
T.con.TSl : 
T.con.TS2 : 



SAPGmiGAHSTBSASADSSAHl 



lS?PSAPGDHGAHSTPSAB«MGAHStPSAPGDSHABSTPST PA0SSAHST PSI 



EAOSSAHSIBBAPGDHGAHSlPSAEADSSAHSTOSIPCTfiSABSTP 



989 



1100 



1120 



114Q 



T . b. br , T S : " * HI I***^*."!!™*- 

T.oon.TSl : ^-—^^^^-^^j^"^ _ ' ,.*''™*^ri'!' *- i - 
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Trans-Sia1idasen.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> schauer, Roland 

<120> Trans-si alidasen aus Tyrpanosoma congolense 
<130> NUT-647 
<160> 4 



<170> patennin version 3-1 

* <210> 1 

<211> 1491 

<212> DNA ^ 

<213> Trypanosoma congolense 

<220> 

<221> CDS 

<222> Cl>.-C1491) 

<223> 



IS 35? fa f^l iir ?SJ f i?? ^ ?£? fp SI 
%% if„ 1^ Ife Ap S?^ f sS 

§S ^^ 25 ?S §S §i Si «S - fl 55 

35 • 
fa? Si ?5f ?S? Si 1% 5|s «5 J?i Itn 




Ki ?fa IVy Sl '^l f Si % f 

65 70 . ^ • 

JiS ?iS i?5 gl L'S II 13 li? I? MS 
k ?S S?l S2 Si Si i ?S S? II? Ifr 

» 100 -^-"^ 

?S? §fn £S i?? i?? Ifa S?? ify if. S? II ?S . 

115 J-^u 

g^? ?g? K ?3 Si SS f " 1 ^ ^ 

130 "5 

o li? SI? si2i s? ?fa ss ss III Si s?^s li 

145 ^50 x^j • 

g?? tji ^5 g?3 ?fa §s g?5 ?s? m vti m s f gli 

165 i/v 
tgg gac ggc aag ctg ctg att agt <^|^. ^ga cag ggc 



96 



.144 



192 



240 



288 



336 



384 



.432 



480 



528 



576 



Trans-si al idasen .ST25 - txt 
Trp ASP Gly Lys Leu Leu lie Ser Ala Arg ser Asp Gly Gly Gin Gly 
. • 180 185 190 

tac cgc atg ata ttc gaa teg agt gac ctt gqt gcg acg tgg aaa gag 
TVr Arq Met lie Phe Glu Ser Ser Asp Leu Gly Ala Thr Trp Lys Glu 
.195 200 205 

atg etc aac age ate tec ege gtg att gqc aae tct ceg gqt ,cgc agt 
Met Leu Asn Ser lie ser Arg val lie Gly Asn ser pro Gly Arg ser 
210 215 220 

^ gqt ect ggc age teg agt gge tte ate aeg gtg aca gtg gag ggt gtg 
» Glv Pro Gly Ser Ser ser Gly Phe lie Thr val Thr Val Glu Gly Val 
225 230 235 240 



gtq atg etg att aee eae eeg aag aac ctt aag gqc teg tat tat 
val Met Leu He Thr His Pro Lys Asn Leu Lys Gly Ser Tyr Tyr 



ect 

Pro - — ^ . - ' 

245 250 255 




age att aaa tea aeg get etg gtg tgg aag gca cag gae gag ctt etc 
ser He Lys Ser Thr Ala Leu Val Trp Lys Ala Gin Asp Glu Leu Leu 
325 330 335 

etg gqc aac tgc etc eeg gge gat aaa tac gat cec ggg tgt gae gge 
Leu Gly Asn cys Leu Pro Gly Asp Lys Tyr Asp Pro Gly cys Asp Gly 
340 345 350 



ate ccc acc get ggg ctt gcc ggg etg etg gta gqa ccc etg acg gag 
le pro Thr Ala Gly Leu Ala Gly Leu Leu Val Gly Pro Leu Thr Glu 
355 360 365 



624 



672 



720 



768 



816 



cqq qac cat etg eag etg tgg. atg acg gac ggc aat cgt atg tgg <:at 
Arq ASD Arg Leu Gin Leu Trp Met Thr Asp Gly Asn Arg Met Trp ms. 

. 260 265 270 

ic qqg eag gte tct gag ggc gac gat aac age get tac age tec etg 
.1 Gly Gin val Ser Glu Gly Asp Asp Asn Ser Ala Tyr Ser Ser Leu 
275 280 285 

etg tac act ccg gac ggg gte etg tac tgc ttg eat gag cag aac att 
Leu Tyr Hir Pro Asp Gly. val Leu Tyr cys Leu His Glu Gin Asn lie 
290 295 .300 

qat gag gtg tac age etc eae ctt gtg cgc ctt gtg gac gag etg aaa 960 
Asp Glu vaT Tyr ser Leu His Leu Val Arg Leu Val Asp Glu Leu Lys 
305 310 315 320 



864 



912 ■ 



1008 



1056 ... 



1104. 



1152 



kg aeg tgg ccc gac gcg tat egg tgc gtg aac get gca acc age gqc 
Lvs Thr Trp pro Asp Ala Tyr Arg Cys val Asn Ala Ala Thr Ser Gly 
370 375 380 

get gtg age act get gaa gge gtg egg etg gac gtg ggt ggc ggt ggc 
Ala vaT ser Thr Ala Glu Gly Val Arg Leu Asp Val Gly Gly Gly Gly 
385 . . . 390 .395 400 

cat qtt gtg tgg ccc gtg agt gag eag ggg cag gae eag egg tat tac 
His val val Trp Pro val ser Glu Gin Gly Gin Asp Gin Arg Tyr Tyr 
405 410 415 

ttt acc aac age gag ttc acg etc gee gte aeg gtg egg ttt gae gag 
Phe Thr Asn Ser Glu Phe Thr Leu Ala Val Thr val Arg Phe Asp Glu 
420 425 430 

atg cca egg ggg gag etc ccg ttg etg ggg ttt gtg aae cgc aaa ggg 
Met Pro Arg Gly Glu Leu pro Leu Leu Gly phe val Asn Arg Lys Gly 
435 440 445 

aag gtg aag aag ata etg aag gtg teg etg age ggg gtg gag tgg etc 1392 

Seite 2 



1200 



1248 



1296 



1344 



' Trans-Si alidasen.srZS.txt 

Lys van Lys Lys He Leu Lys Val ser LeM.ser Gly val Glu Trp Leu 
450 ^55- 

aat gag tac aac age aca gcc get gag ccg ctg gac 
Glu Tyr Asn ser Thr Ala 
465 470 . • 475 



S m 1 Asn irr.?h"r Ala Ala Glu Pro Leu Asp 

465 . . . '^^ 

§a iss i?g 11^ -4 s 1 s: . 5?s m m i ?s , 



485 490 

I . 

tec 

t" ser 



<210> 2 ' 

<211> 497 

-is212> PRT ., 

.<213> Trypanosoma congoiense. 

<400> 2. 

ASP Thr val Ala Lys Tyr Ser Thr Asp Gly Gly Arg Thr Trp Lys. 



5 



Arg Glu val He He Pro Asn Gly Arg val Asp Ala His Tyr ser Arg 

val val ASP pro Thr val Val Ala Lys Gly Asn Asn lie Tyr val Leu 

35 

val Gly Arg Tyr Asn val Thr Arg Gly Tyr Trp His Asn Arg Asn Asn 
50 

Lys Ala Gly He Ala Asp Trp Glu Pro Phe val Tyr Lys Gly Thr Val 
65 70 . 



m 



Asn val Gly iHr Lys Gly Asn Ala thr Asp Val ser He ser Trp Glu 
g Thr Ala Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Phe Pro val ser gy Ser Pro.. 



Gly Thr Gin Phe Leu Gly Gly Ala Gly Gly Gly Val val Thr ser Asn 



115 



Gly Thr He val Leu Pro Val Gin Ala Arg Asn ljs Ala Asn Arg Val 
130 135 

val ser Met He Leu Tyr Ser Ala Asp Asp Gly Lys ser Trp His Phe 
145 150 -^-^-^ 

Gly Lys Gly Glu Ala Gly val Gly Thr Ser Glu Ala Ala Leu Thr Glu 

Trp ASP Gly Lys Leu Leu lie ser Ala Arg Ser Asp Gly Gly Gin Gly 
" seite 3 



1440 



1488 



1491 



180 



Trans-Si alidasen.ST25 .txt 
185 190 



Tyr Arg Met. i 



lie Phe Glu ser ser Asp Leu Gly Ala Thr Trp Lys 6lu 



205 



Met Leu Asn 
210 



195 

ser lie ser Arg Val He Gly Asn Ser Pro Gly Arg Ser 



215 



220 



Gly pro Gly ser Ser ser Gly Phe Ile Thr Val Thr val Glu Gly Val 
225 230 "3 

pro val Met Leu lie Thr His Pro Lys A|n Leu Lys Gly ser Tyr. Tyr 



Arg ASP Ar^ L|u Gin Leu Trp Met Thr Asp Gly Asn Arg Met Trp His 

Gly Gin val Ser Glu Gly Asp Asp Asn ser Ala Tyr ser ser Leu 




275 



Leu Tyr Thr Pro Asp 



Gly val Leu Tyr cys Leu His Glu Gin Asn lie 



Asp 

305 



290 295 

Glu val Tyr ser Leu His Leu val Arg Leu Val Asp Glu Leu Lys 



310 



ser He Lys Ser Thr Ala Leu val Trp Lys Ala Gin Asp Glu Leu Leu 

325 



Leu 



Gly Asn cys Leu Pro Gly Asp Ly| Tyr Asp Pro Gly cys Asp Gly 



340 



He pro Thr Ala Gly Leu Ala Gljr Leu Leu val Gly Pro Leu Thr Glu 




355 



's Thr Trp pro 
370 



360 



Asp Ala Tyr Arg cys val Asn Ala Ala Jhr Ser Gly 



375 



Ala val ser Thr Ala Glu Gly val Arg Leu Asp Val Gly Gly Gly Gly 



385 



His 



390 



400 



val val Trp Pro val Ser Glu Gin Gly Gin Asp Gin Arg Tyr Tyr 
410 



405 



415 



Phe Thr Asn ser Glu Phe Thr Leu Ala val Thr Val Arg Phe Asp Glu 
420 425 

Met Pro Arg Gly Glu Leu Pro Leu Leu Gly Phe val Asn Arg Lys Gly 

Lvs val Lys Lys He Leu Lys val ser Leu ser Gly val Glu Trp Leu 

Seite 4 



Trans -si al i dasen : ST2 5 . t xt 
450 . 455 460. 

Leu Ala Tyr Gly Asn Glu Tyr Asn Ser Thr Ala Ala Glu Pro Leu asd 

465 . . 470 475 . . 480 

Val Asn Glu Ser His Gin Val Val Leu Ala Leu His Asp Gly lie val 
485 490 ^ 495 

Ser 



<2io> 3 : 

<211> 831 

. <212> DNA 

<213> Trypanosoma congol ense . 

<220> 

<221> CDS 

2> Cl).-C831) 



9 



00> 3 

t gag ata gac gad gtg ctt ate gcg aca 
.1 Glu lie Asp Gly val Leu lie Ala Thr 
10 15 



25 30 



ttc cga 
Phe Arg 
1 


att 
lie 


ecc 
Pro 


tea ctt 
Ser Leu 
5 


ttc 
Phe 


gat 
Asp 


aca 
Thr 


cgt 
Arg 

20 


tat ctt 
Tyr Leu 


get 
Ala 


atg 
Met 


aaa 
Lys 
35 


tac 
Tyr 


agt gee 
Ser Ala 


ata 
He 


ata 
lie 
50 


aaa 
Lys 


aat 
Asn 


get aga 
Ala Arg 


cca 
Pro 


acg 
Thr 


gtt 
Val 


gtt 

val 


gtt aag 
val Lys 
70 


1 


aac 
Asn 


acc 
Thr 


tea 
Ser 


tet gee 
Ser Ala 
85 


tgg gat 
Trp Asp 


gta 
Val 


ctg 
Leu 
100 


ttg tac 
Leu Tyr 


ggg gta 

Gly val 


cca 
Pro 
115 


:tca 
ser 


gtg age 
val ser 


cat 
His 


ctg 
Leu 
130 


etc 
Leu 


acc. 
Thr 


tet gtc 
ser Val 


tac 
Tyr 
145 


att 
lie 


ggt 

Gly 


ggc 

Gly 


gtt gqa 
val Gly 
150 


gtg 

val 


ttt 
Phe 


cca 
Pro 


gtt 
val 


cag gtt 
Gin val 



cag ggg aag acg tgg aas 
Gin Gly Lys Thr Trp Ly: 
40 45 



55 60 

ggt gat aac ttg ttt att 
Gly Asp Asn Leu Phe He 



75 80" 



90 . .95 



105 ^110 



Thr Trp Asp Glu Pro Leu Tyr Leu Lys 
120 125 



ggt aaa ata gac ggc agg 
Gly Lys lie Asp Gly Arg 
135 140 



155 .. 160 
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48 



96 



144 



192 



240 



288' 



336 



384 



432 



480 



528 



Trans-Sialidasen.ST25.txt 
165 170 175 

ctt ctg tat tea agt aae gac gqa aaa acc tgg gag ttc age aaa act 
Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Asp Gly Lys Thr Trp Glu Phe Ser Lys -Thr 
180 185 - 190 

tec aca ccc gcg gqc aca act gag gcc tec ctt gtt tgg tgg gat gqa 
ser Thr Pro Ala Gly Thr Thr Glu Ala Ser Leu val Trp Trp Asp Gly 
195 200 : 205 ■ 

caa eta ctt etc aca age aga aca act ccg gat gtc gqc age cgc aaia 
Gin Leu Leu Leu Thr ser Arg Thr Thr Pro Asp Val Gly Ser Arg Lys 
210 215 220 

gta tat tta aca age gac etc gqa act tea tgg.aat gaa gcg ate gqa 
Val Tyr Leu Thr ser Asp Leu Gly Thr ser Trp Asn Glu Ala lie Gly 
225 230 .235 240 

agt ate tct cgt gta att ggt aac teg egg tac cgt aae gat cet ggg 
Ser He ser Arg Val lie Gly Asn ser Arg Tyr Arg Asn Asp Pro Gly 
245 250 . 255 



i 



g tea ggt age tea att gee ata act gtg gag gga gta ccg gtg atg 
y Ser Gly ser Ser lie Ala He Thr Val Glu Gly val Pro val Met 
260 265 ' 270 



ctg att acc cac ccg 
Leu lie Thr His Pro 
275 

<210> 4 
<211> 277 
<212> PRT 

<213> Trypanosoma congolense 
<400> 4 

Phe Arg lie Pro Ser Leu Val Glu lie Asp Gly Val Leu lie Ala Thr 
1 5 10 15 

Phe Asp Thr Arg Tyr Leu Arg Ala Ser Asp Ser ser Leu lie Asp Thr 
20 25 30 



Met Lys Tyr Ser Ala. Asp Gin Gly Lys Thr Trp Lys Thr Glu lie 
. 35 . 40 ^ 45 



lie lie Lys Asn. Ala Arg Leu Thr Asp Asn Phe ser Arg val Val Asp 
50 . . 55 .60 

Pro Thr Val Val val Lys Gly Asp Asn Leu Phe lie Phe Val Gly Arg 
65 . 70 75 80 

Tyr Asn Thr Ser Ser Ala Pro Trp Val Trp Gin Glu Asn Gly Lys Asp 
85 90 95 

Trp Asp Val Leu Leu Tyr . Lys Ala Lys Val Arg Lys Glu Ser Ala Gly 
100 105 . no 

« . ■ 

Gly Val Pro Ser Val Ser Phe Thr Trp Asp Glu Pro Leu Tyr Leu Lys 
115 120 125 

. Seite 6 



Trans-sialidasen.ST25.txt • 
His L|u Leu Thr ser val Gl^ Lys He Asp Gly.Arg Ser Leu He Gin 



135 



140 



Tyr lie Gly Gly Val Gl^ Asn Gly He Val Thr Pro Lys Gly thr ll 



150 



155 



160 



val Phe Pro Val Gin val Leu Asn Thr Asn Lys ser Val Met Asn Met 
lo5 170 275 



Leu Leu Tyr ser ser Asn Asp Gly Lys Ttir Trp Glu Phe Ser Lys Thr 
loO 185 . 190 

ser Thr Pro Ala Gly Thr Thr Glu Ala ser Leu val Trp Trp Asp Gly 
X3b 200 205 »- ^ 

Gin Leu Leu Leu Ttir. ser Arg Thr Thr Pro Asp val Gly ser Arg Lys 
^ ^lO 215 220 ' 

al Tyr Leu Thr Ser Asp Leu Gly Thr Ser Trp Asn Glu Ala lie Gly 

230 235 240 

ser lie Ser Arg Val He Gly Asn ser Arg Tyr Arg Asn Asp Pro Gly 



250 



255 



Gly ser Gly ||J .ser He Ala He Thr val Glu Gly Val Pro Val Met 



270 



Leu He Thr His Pro 
275 



I 
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